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La cryptogéine est un éliciteur peptidique sécrété par l’oomycète Phytophthora 
cryptogea, capable de provoquer une mort cellulaire programmée localisée ou HR et d’induire 
la protection du tabac contre le pathogène Phytophthora nicotianae. Cet éliciteur induit une 
signature calcique biphasique caractéristique. Outre un grand nombre d’évènements de 
signalisation cellulaire bien connus, la cryptogéine induit l’expression Ca2+-dépendante du 
gène codant la Phénylalanine Ammonia Lyase (PAL), enzyme d’entrée dans la voie des 
phénylpropanoïdes. Mon travail de thèse visait à mieux comprendre le rôle du métabolisme 
des phénylpropanoïdes dans les voies de défense activées par la cryptogéine, à étudier le 
couplage entre signalisation calcique et régulation transcriptionnelle de gènes impliqués dans 
ce métabolisme, et à identifier de potentiels effecteurs des voies de signalisation induites par 
la cryptogéine. A cet effet, des suspensions cellulaires de tabac BY-2 exprimant la sonde 
calcique aequorine ont été utilisées. Nous avons ainsi montré qu’en réponse à la cryptogéine, 
la plupart des gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes sont surexprimés et des composés 
phénoliques s’accumulent dans la paroi. L’augmentation du nombre de transcrits et 
l’accumulation de phénols liés à la paroi dépendent de l’influx calcique induit par la 
cryptogéine. La régulation transcriptionnelle des gènes étudiés est corrélée de manière non-
linéaire avec l’intensité du stimulus et avec les différentes composantes de la signature 
calcique. Ces résultats nous ont conduit à proposer un modèle de couplage selon lequel le 
calcium interviendrait dans le contrôle de la transcription via l’action coordonnée de deux 
modules de décodage calcique ayant des effets opposés. Par ailleurs, une analyse 
transcriptomique a révélé que 10% du transcriptome de tabac était modulé en réponse à la 
cryptogéine. En particulier, nous avons mis en évidence des changements de niveaux de 
transcrits pour des gènes codant des protéines de défense ou de stress, des protéines de 
signalisation, des facteurs de transcription, ou encore des enzymes impliquées dans les 
modifications pariétales. Parmi les 3,819 gènes différentiellement exprimés, 3,476 (91%) sont 
sensibles et 343 (9%) insensibles à la suppression du signal calcique. Les transcrits induits par 
la cryptogéine de manière calcium-dépendante incluent deux classes remarquables : la 
première comprend des gènes de défense alors que la seconde comporte une proportion très 
élevée de gènes du métabolisme des oxylipines. Les résultats présentés dans cette thèse 
apportent des indications claires quant au rôle essentiel du calcium dans le contrôle de 
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Figure I-1 : Les quatre modules de la signalisation calcique.  
Un  stimulus va activer, via la génération de signaux de mobilisation du Ca
2+
, des mécanismes 
« on » (1) susceptibles d’induire des augmentations de la [Ca2+] intracellulaire (2). Ces 
augmentations induisent des processus Ca
2+
-dépendants (3) qui vont conduire à une réponse 
adaptative. La variation de Ca
2+
 est arrêtée par des mécanismes « off » (4) permettant de 
restaurer une [Ca
2+
] intracellulaire basale. (Berridge 2000).   
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I.1 LE CALCIUM, SECOND MESSAGER 
 
I.1.1 Le Calcium, 2
nd
 messager universel. 
 
L’ion calcium (Ca2+) est un constituant absolument ubiquitaire et essentiel des cellules 
eucaryotes. Sydney Ringer, un célèbre clinicien anglais, l’a montré dès la fin du XIXème 
siècle ; de petites quantités d’ion Ca2+ ajoutées à une perfusion de chlorure de sodium 
permettent le maintien d’un rythme cardiaque normal. Ses travaux ont permis la mise au point 
de la solution isotonique de Ringer, laquelle contient 1,5 mM de CaCl2. De même, chez les 
végétaux, le Ca
2+ est un nutriment essentiel, suffisant pour protéger les plantes d’un stress 
salin majeur si sa concentration dans une solution nutritive est égale ou supérieure à 1mM 
(Lahaye et Epstein 1969). 
Au niveau du cytosol des cellules eucaryotes végétales, une concentration basse en 
Ca
2+ libre est maintenue, de l’ordre de 10-7M, de sorte que celui-ci ne risque pas de précipiter 
le phosphate inorganique (Pi), composant essentiel pour le métabolisme cellulaire. C’est 
pourquoi, au cours de leur évolution, les eucaryotes ont développé des mécanismes leur 
permettant de réguler finement l’homéostasie du calcium en maintenant la concentration en 
Ca
2+
 libre cytosolique ([Ca
2+
] cyt) à un niveau de repos d’environ 10
-7
M. En revanche, dans la 
plupart des autres compartiments cellulaires, la concentration en ion Ca
2+ 
est bien supérieure 




M, de telle sorte qu’un gradient de concentration important existe 
entre les compartiments jouant un rôle de réserve (Bush, 1995) et le cytosol. Lorsque la 
cellule perçoit un stimulus interne ou externe, la [Ca
2+
] cyt peut croitre au-delà de 10
-6
M et 
constituer ainsi l’un des tous premiers évènements de signalisation cellulaire conduisant à une 
réponse appropriée (Berridge 2000 ; figure I-1). Les forts gradients de concentration calcique 
et des modifications du potentiel transmembranaire (dépolarisation ou hyperpolarisation) 
permettent d’expliquer la rapidité des réponses calciques induites par la perception d’un 
stimulus interne ou externe. En effet, les gradients de concentration autorisent la diffusion 
rapide et passive des ions calcium à travers ces membranes via des canaux perméants au Ca
2+
. 
Ces ions calcium sont ensuite excrétés de façon active dans les organites ou dans le milieu 
extracellulaire. Ce mécanisme actif de restauration d’une [Ca2+] cyt normale qui contribue à 





, capables de recharger les organites en ions Ca
2+
 (Sanders 2002). La 
vacuole, la mitochondrie, le Réticulum Endoplasmique (RE), les chloroplastes et le noyau 
sont tous capables d’accumuler des ions Ca2+ et participent ainsi au maintien de l’homéostasie 
calcique (Allen et al.1995 ; Bush 1995 ; Logan et Knight 2003 ; Xiong et al. 2006 ; Mazars et 
al. 2008). Par ailleurs, la paroi des cellules végétales, à l’extérieur de la membrane plasmique, 
est également capable d’accumuler une grande quantité d’ions Ca2+ (Sentenac et Grignon 
1981), grâce aux pectines de la lamelle moyenne, servant ainsi de pouvoir tampon, mais 
également de réserve mobilisable par la cellule.  
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I.1.2 Le signal calcique 
I.1.2.1 Méthodes de mesure du signal calcique 
 
L’intérêt grandissant pour les variations calciques intracellulaires a conduit dès les 
années 1920 à la recherche d’outils pour la mesure et la visualisation de ces variations 
calciques. Par chélation du calcium avec l’alizarine, Pollack (1928) a pour la première fois 
montré les mouvements de Ca
2+
 lors des déplacements de l’amibe (Pollack 1928). Toutefois, 
il a fallu attendre 1967 pour disposer d’une sonde bioluminescente suffisamment sensible 
pour mesurer le Ca
2+
 intracellulaire : l’aequorine (Shimomura et al. 1962 ; Ridgway et Ashley 
1967). L’imagerie proprement dite n’a démarré qu’avec l’apparition des sondes fluorescentes. 
Il existe aujourd’hui quatre types majeurs de sondes capables de mesurer un signal calcique : 
les sondes fluorescentes organiques type fluo/fura, les sondes fluorescentes adressables basées 
sur la technique du « Fluorescence Resonance Energy Transfert” (FRET) type caméléon, les 
sondes bioluminescentes type aequorine et les sondes hybrides aequorine/ Green Fluorescent 
Protein (GFP) 
 
I.1.2.1.1 Sondes bioluminescentes 
 
L’évolution des connaissances sur la signalisation calcique doit beaucoup à la 
découverte d’une protéine luminescente de méduse (Aequorea victoria), l’aequorine 
(Shimomura et al. 1962). L’aequorine est un complexe moléculaire formé d’une protéine, 
l’apo-aequorine, et d’un chromophore, la coelentarazine. L’aequorine possède 3 sites de 
liaison au Ca
2+
 de type EF-hand. Quand trois ions Ca
2+
 se lient à la protéine, un changement 
conformationnel se produit et induit une oxydation intramoléculaire du chromophore faisant 
passer ce dernier dans un état excité. Le retour à l’état normal est accompagné d’une émission 
de lumière à 469 nm. L’intensité de la bioluminescence émise est proportionnelle à la 
concentration en Ca
2+
 du milieu environnant (Allen et al. 1977). La transformation et 
l’expression de cette protéine dans les plantes a permis la description de nombreuses 
signatures calciques en réponse à différents stress (Knight et al. 1991). Il est par ailleurs 
possible d’adresser l’aequorine à un organite spécifique (via une fusion entre l’aequorine et 
une protéine disposant d’un signal d’adressage spécifique), permettant ainsi de visualiser des 
variations calciques dans le chloroplaste (Jonhson et al. 1995), dans le noyau (Van der Luit et 
al. 1999), dans la mitochondrie (Logan et Knight 2003) ou encore sur la face cytoplasmique 
du tonoplaste (Knight et al. 1996). 
 
I.1.2.1.2 Sondes fluorescentes organiques 
 
Les premières sondes de ce type ont été synthétisées dans le groupe de Tsien ; la première 
sonde, le Quin-2, était constituée d’un chélateur de Ca2+, le BAPTA (1,2-
Bis(AminoPhenoxy)ethane-N,N,N’,N’-TetraAcetic acid) ou l’EGTA (Ethylene Glycol-
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bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-TetraAcetic acid), et d’un fluorophore (Tsien et al. 
1982). Cette sonde a rapidement été abandonnée au profit de sondes plus performantes en 
termes de spécificité vis-à-vis du Ca
2+
, de rapidité de réponse, de rendement quantique et de 
dynamique. Il existe désormais un grand nombre de sondes fluorescentes organiques (Minta et 
al. 1989 ; Paredes et al. 2008) dont certaines ont été rendues perméables par acétométhyl-
estérification. 
 
I.1.2.1.3 Sondes fluorescentes protéiques 
 
Ces sondes, aussi appelées sondes caméléon, ont été développées pour pallier les 
inconvénients des sondes bioluminescentes (faible lumière émise et localisation spatiale 
difficile). Ces sondes adressables sont constituées de deux dérivés de la GFP associés à une 
structure capable de lier le Ca
2+
. (Miyawaki et al. 1997 ; Palmer et Tsien 2006). Le 
fonctionnement de ces sondes est basé sur le FRET, un phénomène quantique qui met en jeu 
un transfert d’énergie entre un donneur fluorescent et un accepteur fluorescent. Les 
fluorescences du donneur et de l’accepteur sont enregistrées, et le ratio de ces intensités varie 
proportionnellement à la concentration en Ca
2+
. Ces sondes allient les avantages des sondes 
de type aequorine (adressage facilité) avec ceux de la fluorescence (localisation spatiale 
possible). De telles sondes ont rapidement été mises en œuvre avec succès chez les végétaux 
et devraient contribuer à apporter de nouveaux éclairages sur la signalisation calcique chez les 
plantes (Allen et al. 1999 ; Sieberer et al. 2009). 
 
I.1.2.1.4 Sondes hybrides et « Bioluminescence Resonance Energy 
Transfert » 
 
In vivo, la bioluminescence de certaines cellules de la méduse produit une lumière 
verte à 509nm, résultant d’un transfert d’énergie de l’aequorine vers une protéine fluorescent 
en vert : la GFP. Récemment, on a pu reconstituer dans des cellules animales un complexe 
GFP-aequorine capable de reproduire le transfert d’énergie intramoléculaire qui se produit 
dans la méduse (Baubet et al. 2000). Cette protéine chimère fonctionne via le 
« Bioluminescence Resonance Energy Transfert » (BRET), un phénomène semblable au 
FRET. Cette technique permet de combiner les avantages de la sensibilité au Ca
2+
 de 
l’aequorine et le meilleur rendement lumineux de la fluorescence de type GFP. 
 




] cyt   est maintenue à un niveau de 10
-7
M alors que la concentration en Ca
2+
 
dans les organites environnants est plutôt de l’ordre de 10-6/10-4M, et de 10-3M à l’extérieur de 
la cellule. Les membranes de ces organites hébergent divers types de canaux calciques régulés 
par le voltage, un ligand ou encore un stress mécanique. Les évènements de signalisation 
 
 
Tableau I-1 : Exemples de signatures calciques cytosoliques mesurées  dans des cellules 
de plantes en réponse à des stimuli biotiques ou abiotiques. (Lecourieux et al. 2006). 
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cellulaire démarrent lorsqu’un ou plusieurs de ces canaux s’ouvrent et laissent passer le Ca2+ 
selon le gradient électrochimique préétabli (Ward et Schroeder 1994 ; Trewavas et Malho 




 par seconde, ouvrant la voie à une 
augmentation très rapide de la [Ca
2+









 situés sur la membrane plasmique, les membranes du RE, du 
chloroplaste ou du Golgi, conjuguée à l’activité des canaux, permet de moduler la durée et 
l’intensité du signal calcique.  
 Le spectre des stimuli internes ou externes perçus par la plante et capables d’induire 
des variations de [Ca
2+
] cyt   est absolument considérable. La lumière rouge (Shacklock et al. 
1992), les hormones telles que l’Acide Abscissique (ABA ; McAinsh et al. 1990) et l’Acide 
Gibbérellique (GA ; Bush et Jones 1988), la sécheresse (Knight et al. 1997), le stress hypo-
osmotique (Taylor et al. 1996), les stress mécaniques et le froid (Knight et al. 1991 et 1996), 
les stress oxydatifs et la chaleur (Price et al. 1994 ; Gong et al. 1998), la carence en bore 
(Koshiba et al. 2010), les facteurs Nod (Ehrhardt et al. 1996), les sphingolipides (Ng et al. 
2001 ; Lachaud et al. 2010a) et les éliciteurs fongiques (Knight et al. 1991 ; Lecourieux et al. 
2002 ; Lecourieux et al. 2005), sont tous capables d’induire la génération d’un signal calcique 
(tableau I-1). L’implication du Ca2+ dans la signalisation cellulaire en réponse à tous ces 
stimuli pose la question du codage de la spécificité de réponse par le calcium. Celle-ci peut, 
en fait, être codée via un certain nombre de mécanismes associés à la combinatoire des 
caractéristiques de la signature calcique, à savoir l’amplitude, la durée et la fréquence des 
élévations calciques qui se manifestent sous forme de pics transitoires, plateaux, vagues ou 
oscillations calciques spécifiques à un stimulus perçu (Evans et al. 2001 ; Berridge et al. 
2003) . La localisation fine des variations calciques, uniquement dans certains organites ou 
via des microdomaines calciques membranaires permet une compartimentation des réponses 
(Oldroyd et Downie 2008) qui code aussi une information de spécificité. Par ailleurs, le Ca
2+
-
priming, mécanisme par lequel la cellule va amplifier la sensibilité de réponse au Ca
2+
 afin 
d’établir une réponse adaptative appropriée (Young et al. 2006) ainsi que le déclenchement 
d’évènements de signalisation supplémentaires sont également des processus par lesquels une 
spécificité de réponse peut être apportée. 
 
I.1.2.2.1 Amplitude, durée et fréquence des élévations calciques 
 
Les dynamiques temporelles des signatures calciques de plantes varient de façon très 
marquée et incluent notamment des pics, des vagues et des oscillations. Chaque signature se 
caractérise notamment par le temps de latence s‘écoulant entre la perception du stimulus et le 
début de l’augmentation de la [Ca2+] cyt, par le temps nécessaire pour atteindre l’élévation 
maximale de la [Ca
2+
] cyt, et par la durée totale de la variation calcique. Dans les cellules 
animales, l’amplitude et la durée de la signature calcique peuvent influencer l’expression des 
gènes nécessaires à la réponse adaptative ; NFkB et JNK (des régulateurs transcriptionnels) 
sont sélectivement activés par une importante élévation transitoire de Ca
2+
 alors que 
 
 
Figure I-2 : Dynamique temporelle des oscillations calciques.  
Selon l’amplitude, la durée et la fréquence des oscillations calciques, des réponses différentes 
sont observées, illustrant la spécificité du signal calcique liée à la dynamique temporelle. 
(McAinsh et Pittman 2009).  
  
Chapitre I. INTRODUCTION GENERALE 
6 
 
l’activation de l’expression de NFAT requiert un plateau calcique peu élevé mais prolongé 
dans le temps (Dolmetsch et al. 1997).  
Chez les plantes, le modèle de la cellule de garde du stomate a permis de mettre en 
évidence de tels mécanismes. L’ABA, le froid, la concentration de calcium extérieure    
([Ca
2+
] ext) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) sont tous des stimuli induisant des oscillations 
calciques cytosoliques dans la cellule de garde, qui conduisent à la fermeture des stomates 
(McAinsh et al. 1995 ; Allen et al. 2000 et 2001a). En revanche, dans le mutant det3 qui a une 
activité H
+
-ATPase vacuolaire réduite, les oscillations calciques cytosoliques de la cellule de 
garde ne se produisent plus qu’en réponse au froid et à l’ABA (Allen et al. 2000). L’H2O2 et 
la [Ca
2+
] ext induisent des élévations prolongées de Ca
2+
 cytosolique insuffisantes pour la 
fermeture correcte du stomate. Au contraire, si l’on provoque de manière forcée des 
oscillations calciques chez le mutant det3, on restaure le phénotype de fermeture des stomates 
en réponse à l’H2O2 notamment (Allen et al. 2000). Ces résultats mettent en lumière 
l’importance de la forme et de la durée de la signature calcique intervenant dans la cellule de 
garde. En effet, seules les oscillations induites dans une certaine fenêtre de fréquence, avec 
une certaine durée et une certaine latence provoquent la fermeture classique du stomate (Allen 
et al. 2001 ; McAinsh et Schroeder 2010 ; figure I-2).  
 
I.1.2.2.2 Spatialisation du signal calcique 
 
La spatialisation du signal est aussi une composante très importante de la signature 
calcique. Elle résulte d’un certain nombre de mécanismes, basés sur la localisation du signal 
et de ses acteurs, permettant d’expliquer en partie la spécificité de réponse : (i) la compétence 
tissulaire ou cellulaire résulte de la capacité d’un tissu ou d’une cellule donnée à répondre à 
un stimulus et à un temps t précis lié à l’aptitude des cellules à exprimer les effecteurs liés à la 
signalisation; (ii) les vagues et les gradients calciques intra ou inter tissulaires permettent à la 
plante de localiser plus finement le signal calcique et ainsi d’induire des réponses spécifiques 
dans des zones très précises ; et (iii) la compartimentation intracellulaire explique bien des 
spécificités de réponse selon que le signal calcique est généré dans le cytosol ou bien dans 
tout autre organite. 
 
 Compétence tissulaire ou cellulaire 
 
 Il a été proposé que la spécificité dans les systèmes de signalisation calcique soit en 
premier lieu codée par le niveau de compétence d’une cellule à répondre à un stimulus donné 
(McAinsh et Hetherington 1998). Une cellule ne peut potentiellement répondre à un stimulus 
que si elle possède la batterie de protéines capables de générer, décoder et arrêter le signal 
calcique (voir aussi Chapitre I.1.2.2.5). La visualisation in vivo des variations de [Ca
2+
] cyt 
induites par un choc froid dans les plantules de tabac indique que l’amplitude de la réponse 
est bien plus importante dans les cotylédons et les racines que dans les hypocotyles (Knight et 
 
 
Figure I-3 : La compétence tissulaire : une composante de la spécificité du signal 
calcique.  
Des réponses calciques différentes sont obtenues en réponse à un stress osmotique (440 mM 
de mannitol) dans différents tissus de la racine d’Arabidopsis. (Kiegle et al. 2000a). (a) 
Réponses de plantules exprimant constitutivement l’aequorine. (b-e) Réponses de plantules 





Figure I-4 : Spécificité du signal calcique, gradients calciques.  
Cette figure illustre les relations temporelles et spatiales entre la croissance, le gradient 
calcique, le pH et la production de ROS dans des poils racinaires d’Arabidopsis. (Monshausen 
et al. 2008).   
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al. 1993). Par ailleurs, les types cellulaires qui cohabitent au sein d’un même tissu peuvent 
participer de manière différentielle au processus de signalisation calcique. Ainsi, alors qu’en 
réponse à un choc froid, tous les tissus de la racine (périderme, endoderme, péricycle et zone 
d’élongation) enregistrent une élévation de calcium cytosolique comparable, un choc 
osmotique induit des signatures calciques différentes dans ces mêmes tissus (Kiegle et al. 
2000a). L’endoderme et le péricycle montrent une signature différente de celle observée dans 
le périderme et la zone d’élongation, suggérant une compétence cellulaire différentielle des 
tissus nécessaire à l’adaptation complète de l’organe (racine) au stress subi (figure I-3). 
Préfigurant le concept de gradient calcique, particulièrement étudié dans la croissance du tube 
pollinique, il a été montré dans les racines d’Arabidopsis que d’importants courants calciques 
dus à des « Hyperpolarization-Activated Ca
2+
-permeable Channels » (HACCs) n’étaient 
retrouvés que dans la zone d’élongation de la racine, contrairement à ce qui peut se passer 
dans les autres zones cellulaires de la racine (Kiegle et al. 2000b). Dans cette zone de la 
racine, il a été proposé que le prélèvement continu de Ca
2+
, nécessaire pour une division 
cellulaire rapide et une élongation optimale, soit permis par un fort courant calcique. 
 
 Gradients calciques 
 
 Les gradients de [Ca
2+
] cyt sont d’importants déterminants de la polarité à l’extrémité 
de tissus en élongation tels que les poils racinaires (Felle et Hepler 1997 ; Wymer et al. 1997 ; 
Kim et al. 2006), les rhizoïdes (Brownlee et Wood 1986 ; Taylor et al. 1996) et les tubes 
polliniques (Rathore et al. 1991 ; Franklin-Tong et al. 1996 ; Michard et al. 2009).  
La croissance des tubes polliniques est étroitement liée à la présence de ce gradient qui 
chute de 3µM à 200nM sur10-20µm depuis l’extrémité des tubes (Pierson et al. 1996 ; Hepler 




] cyt oscille en phase décalée avec l’oscillation 
de croissance correspondante, laissant supposer que des canaux calciques mécano senseurs 
sont impliqués (Dutta et Robinson 2004).  
Ainsi que l’illustre la figure I-4, la croissance des poils racinaires dépend aussi d’un 
gradient de Ca
2+
 dans lequel les oscillations sont suivies d’une phase de latence permettant la 
croissance (Monshausen et al. 2008). Cette oscillation calcique est suivie d’une production de 
« Reactive Oxygen Species » (ROS), elle-même oscillatoire (Monshausen et al. 2007 et 
2008). La Rhd2 NADPH oxydase localisée dans la membrane plasmique au site d’élongation 
du poil racinaire est nécessaire à la croissance appropriée du poil et semble dépendre d’une 
régulation par des protéines kinase Ca
2+
-dépendantes (Takeda et al. 2008). En conséquence, il 
semblerait que le Ca
2+
 et les ROS forment une double boucle de rétrocontrôle permettant de 










Figure I-5 : Spécificité du signal calcique, compartimentation intracellulaire.  
Oscillations calciques induites par des stimuli dans le cytosol, le noyau, le chloroplaste et la 
mitochondrie. Les oscillations calciques sont générées par un oscillateur calcique intégré 
comprenant une voie d’influx calcique (canaux calciques, cylindres rouges), et une voie 
d’efflux calcique (Ca2+-ATPases et échangeurs à cations, ovales jaunes). Les signatures 
calciques cytosoliques peuvent être générées via un influx de Ca
2+
 externe à la cellule ou le 
relargage de Ca
2+
 depuis les compartiments internes et via le repompage de Ca
2+
 par des 
pompes calciques membranaires. Les signatures calciques nucléaires, telles que les 
oscillations calciques générées en réponse au facteur Nod observées dans les poils racinaires 
de Medicago truncatula sont vraisemblablement dépendantes du relargage et/ou de 
l’accumulation de Ca2+ dans des compartiments proches tel que l’enveloppe nucléaire. Les 
oscillations calciques chloroplastiques ont été observées dans le stroma de plantules de tabac 
après un stimulus obscurité. Des transporteurs de Ca
2+
 identifiés dans l’enveloppe interne de 
la membrane du thylakoïde pourraient être requis pour la génération de ces oscillations. Les 
oscillations calciques mitochondriales, telles que générées par un stimulus mécanique 
dépendent de l’influx et de l’efflux calcique dans et depuis le lumen mitochondrial, bien que 
l’identité des protéines impliquées soient inconnue. (McAinsh et Pittman 2009). 
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 Vagues calciques 
 
 Dans les cellules animales, il a pu être montré que beaucoup de signaux calciques se 
propageaient tels des vagues à travers le cytoplasme de la cellule. La première observation 
date de 1978 quand Gilkey et al. ont décrit pour la première fois les vagues calciques tels des 
tsunamis à travers les cellules d’un poisson appelé medaka, Oryzias latipes (Gilkey et al. 
1978). Ces vagues sont initiées à une localisation déterminée et se propagent sous l’effet 
d’influx calciques provenant de pools internes (Gilkey et al. 1978 ; Gilkey 1983 ; Jaffe et al. 
1995 ; Trewavas 1999). Plusieurs modèles coexistent. L’un d’entre eux est lié au concept de 




-Release ») qui décrit que des canaux IP3- (Inositol-1,4,5-
triPhosphate) ou ADPRc-dépendants (ADP Ribose cyclique) peuvent être activés 
séquentiellement par une élévation de la [Ca
2+
] cyt et conduire ainsi à un relargage progressif et 
régénératif de Ca
2+
 issu de pools intracellulaires (Gilkey et al. 1983). Plus récemment, un 
autre modèle a été proposé dans lequel la progression de la vague calcique est relayée par un 
courant calcique provenant de la membrane plasmique : c’est le CICI (pour « Ca2+-Induced 
Ca
2+
-Influx »). La vague se déplacerait environ dix fois plus vite qu’une vague CICR-
dépendante (100-1000µm/s contre 3-30µm/s) et serait entretenue par des canaux mécano-
senseurs (Jaffe et al. 2007). En revanche, chez les végétaux, de tels phénomènes restent assez 
peu étudiés en dehors du modèle de rhizoïde de Fucus. En effet dans le rhizoïde de Fucus, un 
choc hypoosmotique induit une variation calcique cytosolique qui est relayée par une vague 
calcique initiée à l’apex du rhizoïde et qui se propage à une vitesse de 5-10µm/s vers la base 
du rhizoïde via un relargage de Ca
2+
 intracellulaire (Taylor et al. 1996). Le même mécanisme 
se produit dans la cellule de garde de cellules de Vicia faba stimulées électriquement dans 
lesquelles une vague de Ca
2+
 centripète s’étend à partir de la périphérie du cytoplasme 
(Grabov et Blatt 1998).  
 
 Compartimentation intracellulaire 
 
 La compartimentation du signal calcique, à savoir la génération d’une variation de la 
[Ca
2+] dans un organite spécifique ou dans des microdomaines au sein d’un même organite 
permet également l’encodage d’une spécificité de réponse. La vacuole, le RE, l’apoplaste sont 
d’importants pools de réserve de Ca2+ alors que le noyau, la mitochondrie et le chloroplaste 
sont des organites capables de générer leurs propres signaux calciques (McAinsh et Pittman 
2009 ; figure I-5). Chez les animaux, l’importance de la compartimentation calcique a été 
particulièrement bien décrite. Il a notamment été montré que l’activation Ca2+-dépendante de 
certaines voies transcriptionnelles était sélective, selon la localisation du signal (Hardingham 
et al. 1997). Les éléments SRE (pour « Sérum-Response Element ») et CRE (pour « Cyclic-
AMP-Response Element ») sont activés différentiellement et respectivement par un signal 
calcique cytosolique et un signal calcique nucléaire (Hardingham et al. 1997).  
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 L’étude de la voie de signalisation des facteurs Nod a permis de mettre en évidence 
l’établissement d’une voie de signalisation calcique nucléaire primordiale pour la mise en 
place des réponses adaptatives spécifiques (Oldroyd et Downie 2008). En effet, les facteurs 
Nod sont capables d’induire des oscillations calciques en périphérie du noyau (Ehrhardt et al. 
1996 ; Walker et al. 2000 ; Sun et al. 2007) ou dans le noyau (Sieberer et al. 2009). Parmi les 
nombreux gènes activés par ces oscillations calciques, DMI1 code un canal potassique putatif, 
localisé à la périphérie nucléaire (Ané et al. 2004 ; Riely et al. 2007) et capable de réguler le 
relargage de Ca
2+
, via la régulation du potentiel membranaire (Peiter et al. 2007 ; Matzke et 
al. 2009). Le mécanisme par lequel le signal calcique nucléaire est mis en place n’est pas 
encore parfaitement connu. Les nucléoporines, protéines faisant partie du complexe du pore 
nucléaire (Kanamori et al. 2006 ; Saito et al. 2007) pourraient être impliquées dans le 
transport de Ca
2+
 du cytosol vers le noyau. Il a toutefois été montré dans des cultures 
cellulaires de tabac que le noyau était parfaitement autonome en terme de signalisation 
calcique en réponse notamment à des stress mécaniques et thermiques (Pauly et al. 2000 ; 
Xiong et al. 2004 ; Mazars et al. 2009). L’enveloppe nucléaire constitue en tout état de cause 
une indiscutable réserve d’ions Ca2+ alors que la membrane nucléaire interne possèderait des 
canaux voltage-dépendants, des Ca
2+
-ATPases et peut-être bien une « ER-type Ca
2+
-ATPase » 
(ECA ; Downie et al. 1998 ; Grygorczyk et Grygorczyk 1998 ; Bunney et al. 2000). La 
mitochondrie est capable d’accumuler de très grandes concentrations d’ions Ca2+ (Putney et 
Thomas 2006). L’étude des mécanismes régulant l’homéostasie calcique de ce compartiment 
est intensive chez les animaux, notamment parce que la concentration de calcium 
mitochondriale ([Ca
2+
] mit) régule la [Ca
2+
] cyt dans des processus régulant la mort cellulaire 
apoptotique (Giacomello et al. 2007). Chez les plantes, en revanche, on ne connaît pas grand 
chose, bien que des variations de la [Ca
2+
] mit aient été déjà observées (Logan et Knight 2003). 
La voie principale permettant la variation de la [Ca
2+
] mit passe par un uniport mitochondrial 
(Kirichok et al. 2004). A l’inverse, le relargage de Ca2+ depuis la mitochondrie fonctionne via 
des « CA
2+
-eXchangers » (CAXs ; Putney et Thomas 2006) mais l’identité moléculaire de ces 
canaux reste inconnue à ce jour. 
 Des oscillations calciques circadiennes sont également générées dans le chloroplaste, 
l’intensité des oscillations étant dépendante de la durée de la période lumineuse précédant 
l’obscurité (Johnson et al. 1995 ; Sai et Johnson 2002). Une hypothèse suggère que ces 
oscillations calciques serviraient de relais pour l’inhibition des processus photosynthétiques à 
l’obscurité (Sai et Johnson 2002). AtACA1, une « CaM-regulated Ca2+-ATPase » potentielle 
serait localisée dans l’enveloppe interne du chloroplaste (Huang et al. 1993 ; Johnson et al. 
2006) bien qu’une étude protéomique l’ait aussi localisée dans le RE (Dunkley et al. 2006). 
Par ailleurs, le chloroplaste constitue une ressource alternative d’ions Ca2+ pour la 
signalisation calcique cytosolique. En effet, des cellules de garde d’Arabidopsis qui sur-
expriment PPF1, une protéine chloroplastique du pois considérée comme un transporteur 
calcique putatif, subissent une baisse des variations de la [Ca
2+
] cyt alors que le chloroplaste 
séquestre plus d’ions Ca2+ (Wang et al. 2003 ; Li et al. 2004). Une autre protéine capable de 
 





, CAS, semble également être essentielle pour la régulation de la fermeture du 
stomate. La mutation de cette protéine inhibe la fermeture du stomate en réponse à une 
variation de la [Ca
2+
] ext mais pas en réponse à l’ABA ; et cette observation coïncide avec la 
perte des oscillations calciques cytosoliques générées par la variation de la [Ca
2+
] ext (Han et 
al. 2003). Bien qu’initialement prédite comme étant membranaire (Han et al. 2003), il est à 
présent établi que cette protéine est spécifiquement présente dans la membrane thylakoïdienne 
(Nomura et al. 2008 ; Vainonen et al. 2008 ; Weinl et al. 2008). CAS pourrait donc être un 
régulateur de la variation de la [Ca
2+
] cyt induite par la [Ca
2+
] ext via le contrôle des pools 
calciques chloroplastiques, bien que les mécanismes sous-tendant cette hypothèse soient 
inconnus. 
 
I.1.2.2.3 Amplification de la réponse : le priming 
 
Des expériences d’imagerie calcique ont permis de montrer dans des cellules de garde 
d’Arabidopsis que des oscillations calciques spontanées et répétitives se produisaient même 
en conditions non stimulées, y compris dans des plantes entières intactes (Yang et al. 2008). 
Dans ces conditions, comment la fermeture des stomates médiée par le CO2 et l’ABA peut-
elle être Ca
2+
-dépendante si des oscillations interviennent spontanément ? Une nouvelle 
hypothèse a émergé récemment. Elle suggère que les signaux physiologiques de fermeture des 
stomates tels que le CO2 et l’ABA sont capables de sensibiliser les cellules de garde, qui 
seraient ainsi plus réceptives aux signaux calciques déclenchés (Young et al. 2006 ; Kim et al. 
2010). Cette hypothèse a récemment été démontrée pour l’ABA (Siegel et al. 2009). En effet, 
dans un environnement calcique extérieur faible, des canaux anioniques de type S présents 
dans des cellules de garde ne sont pas réactifs à une augmentation de la [Ca
2+
] cyt à 2µM. En 
revanche, la présence d’ABA dans ce milieu extérieur suffit à activer les canaux anioniques 
en réponse à une augmentation de la [Ca
2+
] cyt d’un même ordre de grandeur (Siegel et al. 
2009). En conséquence, l’ABA amplifie la capacité de la cellule de garde à répondre à des 
variations de la [Ca
2+
] cyt et à activer des canaux anioniques. La [Ca
2+
] ext serait elle-même 
capable d’augmenter la capacité de la cellule à mettre en place une signalisation calcique 
intracellulaire (Allen et al. 2001 et 2002). Plusieurs mécanismes sont susceptibles d’expliquer 
comment la [Ca
2+
] ext, le CO2 et l’ABA peuvent induire une sensibilité accrue au Ca
2+
. Par 
exemple, les courants anioniques mesurés dans des cellules de garde préincubées avec de 
l’ABA suggèrent que les cellules ont pu anticiper et synthétiser les protéines capables de lier 
le Ca
2+
 ou de faciliter sa perception par la cellule. La relocalisation de protéines est une autre 
hypothèse : un premier évènement de signalisation calcique serait alors requis pour la 
relocalisation intracellulaire d’une calciprotéine nécessaire à la suite de la cascade de 
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I.1.2.2.4 Action concertée du Ca
2+




 a certes émergé comme un second messager ubiquitaire, élément de 
signalisation incontournable de toute réponse adaptative apportée par la plante à un 
changement de son environnement. Toutefois, le signal calcique n’est qu’une composante 
parmi d’autres de la cascade d’évènements déclenchée par la perception d’un stimulus. Ainsi, 
de nombreux autres seconds messagers peuvent être impliqués de manière spécifique, de 
façon Ca
2+
-dépendante ou non, et participer ainsi à l’encodage de la spécificité de réponse. 
Ainsi, la cryptogéine, un éliciteur fongique synthétisé par Phytophthora cryptogea, induit 
toute une cascade de signalisation comprenant, outre le Ca
2+
, la synthèse de ROS, le NO, le 
glutamate, et donc toute une gamme de seconds messagers nécessaires pour l’activation d’une 
partie au moins des réponses (voir chapitre I.2.5).  
Dans un autre exemple, il a pu être montré récemment que la D-érythro-sphinganine, 
un des sphingolipides les plus abondants chez les plantes, induisait la production Ca
2+
-
dépendante de ROS dans des cultures cellulaires de tabac. Plus intéressant, il a également été 
démontré que cette production de ROS était impliquée dans les réponses de défense de la 
plante ne conduisant pas à une « Programmed Cell Death » (PCD ; Lachaud et al. 2010b). Ces 
résultats soulignent parfaitement l’intrication entre les signaux codés par les différents 




 « toolkit » 
 
La génération du signal calcique, sa dissipation et son décryptage sont des évènements 
liés à la présence dans la cellule et à un instant donné des effecteurs appropriés pour la 
réponse au stimulus perçu (Sanders et al. 2002). L’ensemble de ces effecteurs impliqués dans 
la signalisation calcique constitue la boite à outils calcium appelée aussi « Calcium Toolkit ». 
Cet ensemble comprend notamment les canaux et pompes calciques nécessaires à la 
génération et à l’arrêt des signaux calciques ainsi que l’ensemble des calciprotéines capables 
de décoder et de transmettre ces signaux.  
 
I.1.3 Génération du message calcique 
 
 La génération d’un message calcique dans le cytosol de la cellule résulte de la 
combinatoire entre trois types d’évènements. Les influx de Ca2+ dans le cytosol sont 
contrebalancés par les mécanismes actifs d’efflux depuis le cytosol ainsi que par la présence 
de protéines affines pour le Ca
2+
, capables de tamponner la présence de ces ions dans ce 
compartiment cellulaire. L’équilibre dynamique entre ces trois évènements permet en 
situation normale de maintenir l’homéostasie calcique de la cellule de sorte que la simple 
perturbation de cet équilibre suffise à générer un signal transitoire. Une fois décodé, ce signal 
se dissipe pour permettre un retour à la normale dans la cellule. La génération de ce message 
 
 
Tableau I-2 : Canaux et transporteurs de Ca
2+
 responsables des flux calciques dans une 
cellule de plante. (McAinsh et Pittman 2009). 
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est prise en charge par une batterie de protéines localisées à la membrane plasmique et sur les 
endomembranes (tableau I-2).   
  
I.1.3.1 Influx d’ion Ca2+ via l’activation de canaux calciques 
 
 Différents types de canaux ioniques susceptibles de réguler des flux de Ca
2+
 coexistent 
au sein de la membrane plasmique et sur les autres membranes cellulaires. Ces canaux 
peuvent être classés dans trois catégories différentes selon leur mécanisme d’activation : les 
canaux voltage-dépendants, les canaux ligand-dépendants et les canaux mécano-senseurs 
(Kudla et al. 2010). Typiquement chez les plantes, les canaux permettant l’influx d’ions Ca2+ 
présentent une sélectivité faible et sont perméables à d’autres cations (Very et Davies 2000). 
 
I.1.3.1.1 Canaux voltage-dépendants  
 
 La répartition des ions de part et d’autre de la membrane plasmique génère un 
potentiel de membrane négatif compris entre -120 et -200mV dans les cellules de plantes 
supérieures (Bates et Goldsmith 1983). Deux cas de figure peuvent alors se présenter lorsque 
les cellules sont soumises à des stress biotiques ou abiotiques : le potentiel de membrane peut 
chuter encore (hyperpolarisation) ou, au contraire, retrouver une valeur moins négative 
(dépolarisation). Dans la plante, les canaux voltage-dépendants de la membrane plasmique 
sont donc activés par dépolarisation (« Depolarization-Activated Ca
2+
-permeable Channels » 
ou DACCs) ou par hyperpolarisation (HACCs ; White et al. 2002). Ce type de canaux a été 
particulièrement bien étudié par des approches d’électrophysiologie ; en revanche leur identité 
moléculaire reste encore méconnue (White et al. 2002). Des canaux de type DACCs ont été 
caractérisés chez le maïs (Marshall et al. 1994), Arabidopsis (Thion et al. 1998) et dans des 
cultures cellulaires de carotte (Thuleau et al. 1994). Les HACCs ont aussi été étudiés dans de 
nombreux modèles et types cellulaires comme le fucus (Coelho et al. 2002), les poils 
racinaires (Foreman et al. 2003) ou la cellule de garde (Demidchik et al. 2002) d’Arabidopsis. 
De manière remarquable, il semble que les DACCs contribuent à un influx de Ca
2+
 très 
transitoire en réponse au froid ou à un stress biotique (Thion et al. 1998) alors que les HACCs 
sont responsables d’un influx plus prolongé de Ca2+ en réponse à la lumière bleue (Harada et 
Shimazaki 2009) et à l’ABA notamment (Hamilton et al. 2000, Pei et al. 2000), suggérant la 
possibilité d’une régulation fine de l’influx d’ions Ca2+ dans le cytosol.  
 Une étude récente a montré qu’une annexine cytosolique était capable de générer un 
influx calcique cytosolique dans des conditions de pH acide (Laohavisit et al. 2009). Par 
ailleurs, il a été montré que les annexines pouvaient avoir une activité peroxidase in vitro 
(Laohavisit et al. 2009). Ce résultat suggère que les annexines sont des canaux calciques 
potentiels, capables de prendre part à une voie de génération de signal calcique répondant aux 

























Figure I-6 : Structure d’un CNGC. (Sanders et al. 2002). 
La structure d’un CNGC contient aussi une boucle P alors que les domaines C-ter de liaison 
au nucléotide cyclique et à la CaM se recoupent partiellement. 
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L’existence de canaux voltage-dépendants ou ligand-dépendants n’est pas restreinte à 
la membrane plasmique. En effet, un grand nombre d’études montre que les deux types de 
canaux sont présents également sur la membrane de la vacuole (Kudla et al. 2010).  
 Un canal voltage-dépendant situé sur la membrane de la vacuole a été identifié en 
1992 comme étant capable de réguler un influx de Ca
2+
 depuis la vacuole (Johannes et al. 
1992 ; Allen et Sanders 1994). L’activité de ce canal a par la suite été caractérisée ; elle est 
conférée par une protéine nommée « Two-Pore Channel 1 » (TPC1) qui représente une classe 
de canaux calciques vacuolaires Ca
2+
-dépendants (Peiter et al. 2005). En effet, ce canal 
semble être régulé de manière très fine par le Ca
2+
. Une élévation de Ca
2+
 cytoplasmique 
induit l’activité de ce canal alors qu’une augmentation vacuolaire de la concentration en Ca2+ 
entraîne l’inactivation du canal (Pottosin et Schonknecht 2007). TPC1 ne semble pas jouer un 
rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie calcique en réponse à divers stress abiotiques 
ou biotiques puisqu’un mutant perte-de-fonction tpc1 reste capable de générer des signaux 
calciques cytosoliques en réponse à l’ABA ou au peptide issu de la flagelline, flg22 (Ranf et 
al. 2008 ; Perez et al. 2008). En plus de ses fonctions dans la réponse à l’ABA et la régulation 
de l’ouverture des stomates (Peiter et al. 2005), TPC1 semble avoir un rôle dans les réponses 
aux pathogènes chez le riz (Kurusu et al. 2005) et le tabac (Kadota et al. 2004). NtTPC1, qui 
code un canal membranaire, est notamment essentiel pour les réponses de défense induites par 
la cryptogéine dans des cellules de tabac BY-2. De plus, il a récemment été montré chez les 
animaux que des canaux de type TPC de structure proche d’AtTPC1 existaient aussi et étaient 
régulés par le Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADP), lesquels induisaient 
des efflux de Ca
2+
 depuis des compartiments de type lysosomes et endosomes (Calcraft et al. 
2009). Il serait particulièrement intéressant de démontrer ou infirmer l’existence d’un tel 
mécanisme chez les plantes. 
 
I.1.3.1.2 Canaux ligand-dépendants  
  
 Les « Cyclic Nucleotide-Gated Channels » (CNGCs) sont des canaux ligand-
dépendants essentiels pour l’homéostasie cationique de la cellule (Hua et al. 2003) et sont 
capables de générer des influx de Ca
2+
 dans le cytoplasme (Leng et al. 1999 ; figure I-6). Les 
CNGCs sont activés par la liaison avec des nucléotides cycliques tels que l’Adénosine 
MonoPhosphate cyclique (AMPc) ou la Guanosine MonoPhosphate cyclique (GMPc) et 
portent un site de liaison à la CalModuline (CaM) recouvrant partiellement le site de liaison 
au nucléotide cyclique (figure I-6). En conséquence, la liaison d’une calmoduline à un CNGC 
bloque l’activité de ce dernier par blocage du site de liaison au nucléotide cyclique (Ali et al. 
2006). Le Ca
2+
, par liaison avec une CaM ou une CalModuline-Like (CML) est donc 
théoriquement capable de réguler l’influx de Ca2+ généré par des CNGCs. Bien que pouvant 
moduler un grand nombre de processus cellulaires tels que l’homéostasie ionique ou la 
régulation de la croissance du tube pollinique (Kudla et al. 2010), beaucoup de CNGCs ont 
été caractérisés en relation avec des contextes d’interactions plantes-pathogènes, notamment 
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AtCNGC4, AtCNGC11 et AtCNGC12 (Balague et al. 2003 ; Yoshioka et al. 2006 ; Urquhart 
et al. 2007). En particulier, ces CNGCs ont un rôle très important dans la signalisation 
cellulaire conduisant à l’établissement d’une réponse de type Hypersentisitive Response (HR). 
En outre, il a été montré qu’AtCNGC2 était essentiel pour la production d’Oxyde Nitrique 
(NO), un second messager important pour la réponse de HR (Ali et al. 2007), cette production 
de NO étant elle-même dépendante d’un influx de Ca2+ (Lamotte et al. 2004). 
 De manière similaire aux CNGCs, les récepteurs au glutamate (GLRs) sont des canaux 
ioniques non sélectifs capables de réguler l’influx de Ca2+ dans le cytosol de la cellule. Lam et 
al. ont été les premiers en 1998 à remarquer la présence chez Arabidopsis d’une famille de 
gènes codant pour des GLRs homologues aux iGLRs (pour ionotropic GLutamate Receptors) 
animaux (Lam et al. 1998). Les GLRs sont capables d’initier une augmentation de la [Ca2+] cyt 
(Qi et al. 2006) importante pour la nutrition de la plante (Demidchik et Maathuis 2007) mais 
également primordiale dans les réponses à l’ABA (Kang et al. 2004), à la lumière (Brenner et 
al. 2000), aux stress abiotiques (Meyerhoff et al. 2005) ou encore en réponse à une infection 
fongique (Kang et al. 2006). Kang et al. ont pu montrer que la surexpression d’un iGLR de 
radis chez Arabidopsis conduisait au développement de zones de nécrose au niveau de la 
coiffe, à la surexpression de gènes codant pour des défensines, et induisait une réponse accrue 
à un champignon de type Botrytis, suggérant l’implication de ce récepteur glutamate dans des 
réponses de défense. 
Plusieurs études d’électrophysiologie ont montré qu’il existait potentiellement des 
canaux calciques ligand-dépendants sur le tonoplaste et sur la membrane du réticulum 
endoplasmique (Allen et al. 1995 ; Muir et Sanders 1997 ; Navazio et al. 2001). Ces 
récepteurs seraient activés par des seconds messagers de type IP3 (Allen et al. 1995 ; Muir et 
al. 1997), cADPR (Navazio et al. 2001) ou NADP (Navazio et al. 2000). En dépit de ces 
évidences électrophysiologiques, les acteurs moléculaires ne sont, pour l’heure, pas identifiés. 
On ne trouve pas de séquence codant potentiellement des récepteurs à IP3 ou à cADPR chez 
les plantes supérieures. Le fait que plusieurs espèces d’algues dont Volvox possèdent des 
récepteurs IP3 localisés au niveau du RE suggère que ces protéines étaient présentes chez 
l’ancêtre commun et auraient été perdues plus tard au cours de l’évolution des végétaux 
supérieurs (Wheeler et Brownlee 2008). 
 
I.1.3.1.3 Canaux mécano-sensibles  
 
 Des études d’électrophysiologie ont permis de mettre en évidence des canaux 
calciques mécano-sensibles chez Vicia Faba (Cosgrove et Hedrich 1991), Arabidopsis (Qi et 
al. 2004) et Lilium longiflorum (Dutta et Robinson 2004). Ces derniers postulent notamment 
que la germination du tube pollinique et son élongation sont dépendants d’influx calciques via 
des canaux mécano-senseurs. Cependant, ces récepteurs reste très méconnus. Plus récemment 
a été caractérisée chez Arabidopsis une protéine membranaire, MCA1, capable de médier un 
influx calcique cytosolique en réponse à une distorsion de la membrane plasmique (Nakagawa 
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et al. 2007). Son paralogue MCA2 serait impliqué dans le prélèvement de Ca
2+
, alors que sa 
fonction dans la croissance de la plante semble redondante avec MCA1 (Yamanaka et al. 
2010).  
 
I.1.3.2 Efflux d’ion Ca2+ par transport actif 
 
Second messager ubiquitaire et nutriment important pour la plante, le Ca
2+
 demeure 
cependant un ion très toxique pour la cellule quand il est présent à de fortes concentrations 
dans le cytosol. La plante a du mettre en place des mécanismes permettant de réguler la [Ca
2+
] 
cyt   et de la limiter à un niveau basal une fois l’évènement de signalisation accompli (Bothwell 
et Ng 2005). Par cette capacité à réduire la [Ca
2+
] cyt   et à recharger les pools internes et 
externes de Ca
2+
, les multiples transporteurs de Ca
2+ 
participent de fait à la génération de 
signatures calciques complexes. Classiquement, il existe deux grandes familles de protéines 
capables de réguler l’efflux d’ions Ca2+ : les Ca2+-ATPases à haute affinité pour le Ca2+ et les 
échangeurs de cations à faible affinité pour le Ca
2+
. Ces deux familles multigéniques sont 
particulièrement conservées dans le règne eucaryote et sont donc particulièrement bien 
connues chez les plantes. 
 






 Les transporteurs calciques de type ATPases appartiennent au sous-groupe P2 des 
ATPases de type P (Baxter et al. 2003). Dans le sous-groupe P2, on retrouve deux types 
d’ATPases : les ATPases de type P2A qui incluent les SERCA (pour 
Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Ca
2+
-ATPases) animales et les ECA (pour ER-Type 
Ca
2+
-ATPases) végétales, et les ATPases de type P2B qui regroupent les PMCA (pour CaM-
regulated Plasma Membrane Ca
2+
-ATPases) animales et les ACA (pour Autoinhibited Ca
2+
-
ATPases) végétales. Il existe 4 ECAs et 10 ACAs chez Arabidopsis (Sze et al. 2000) ce qui 
suggère une grande flexibilité de réponse. 
 Les Ca
2+
-ATPases de type P2A sont principalement localisées au niveau du RE (Liang 
et al. 1997), du Golgi (Mills et al. 2008) ou des endosomes (Li et al. 2008) impliquant de ce 
fait ces organelles dans la machinerie complexe contribuant à la génération et à la spécificité 
d’un signal calcique (Menteyne et al. 2006). L’importance des pompes calciques de type P2A 
dans la signalisation a récemment été démontrée avec des mutants perte-de-fonction de 
Physcomitrella patens incapables de répondre correctement à un stress salin (Qudeimat et al. 
2008). Alors que les lignées sauvages répondent à un stress salin par une signature calcique 
transitoire, les lignées mutées ne sont plus capables d’une telle réponse et sont ainsi rendues 
moins tolérantes à un stress salin (Qudeimat et al. 2008). Ces résultats montrent l’importance 
des systèmes d’extrusion du Ca2+, garants de l’homéostasie de la cellule mais également 
acteurs de sa signalisation interne. 
 





-ATPases de type P2B, contrairement aux PMCA animales, sont non 
seulement localisées au niveau de la membrane plasmique (Bonza et al. 2000 ; Schiott et al. 
2004 ; George et al. 2008) mais également au niveau du RE (Harper et al. 1998), du noyau 
(McAinsh et Pittman 2009), de la vacuole (Geisler et al. 2000 ; Lee et al. 2007) et de 
l’enveloppe plastidique (Huang et al. 1993). Le domaine autoinhibiteur de ce type de protéine 
peut être inactivé via la liaison d’une CaM au domaine régulateur, ce qui a pour résultat 
d’activer la pompe (Harper et al. 1998). En revanche, l’activité des ATPases de type P2B peut 
être inhibée par la phosphorylation de la partie N-terminale du domaine régulateur par une 
calciprotéine de type « CaM-like Domain Protein Kinases » (CDPK ; Hwang et al. 2000). 
Chez Arabidopsis, ACA9 et ACA10 sont impliquées dans des étapes du développement de la 
plante comme la croissance du tube pollinique (Schiott et al. 2004) ou le développement des 
inflorescences (George et al. 2008). Plus récemment, il a été postulé que l’efflux de Ca2+ via 
des ATPases membranaires était une étape importante conduisant chez Nicotiana 
benthamiana à une réaction de type HR en réponse à Pseudomonas syringae (Nemchinov et 
al. 2008). 
En plus des Ca
2+
-ATPases de type II, il semblerait que les ATPases de type I, connues 
comme étant des transporteurs de métaux lourds, pouvaient être impliquées dans le transport 
de Ca
2+
. AtHMA1, une ATPase de type I localisée sur l’enveloppe du chloroplaste, est 
capable de transporter le Ca
2+
 en plus des métaux lourds de type cuivre, et est inhibée, de la 
même façon que les pompes calciques animales, par la thapsigargine (Seigneurin-Berny et al. 
2006 ; Moreno et al. 2008). 
   
I.1.3.2.2 Transporteurs de basse affinité pour le Ca
2+







Les échangeurs d’ions sont généralement moins affines pour le Ca2+ que les Ca2+-
ATPases, toutefois ils évacuent le Ca
2+
 du cytosol beaucoup plus rapidement. L’efflux de 
Ca
2+




 ou CAX (pour CAlcium 
eXchangers ; Shigaki et Hirschi 2006). Ces antiports fonctionnent sur la base de trois atomes 
d’H+ échangés pour un atome de Ca2+ (Blackford et al 1990). Six gènes codent des CAX chez 




 semblables à ceux 
observés chez les animaux alors que 4 antiports putatifs contenant des motifs EF-hand ont 
également été prédits (Shigaki et al. 2006). Les échangeurs CAX1 à CAX4 sont localisés sur 





 a également pu être localisée à la membrane plasmique (Luo et al. 2005) et sur la 
membrane des thylakoïdes (Ettinger et al. 1999). Les protéines de type CAX possèdent un 
domaine autoinhibiteur à leur extrémité N-terminale (Pittman et al. 2002). La levée 
d’inhibition intervient notamment lors de la formation d’hétéromères CAX1/CAX3 par 
exemple (Cheng et al. 2005 ; Zhao et al. 2009a). Il a de plus été démontré que la partie N-
terminale des protéines CAX1 et CAX3 prenait en charge le transport de Ca
2+
 alors que la 
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partie C-terminale de la protéine était responsable du spectre de phénotypes répondant à un 
stress salin, soulignant ainsi la haute plasticité de ces systèmes d’antiport (Zhao et al. 2009b). 
De plus, un certain nombre de protéines, parmi lesquelles les CXIPs (pour CAX-Interacting 
Proteins), sont connues pour s’associer avec des CAX afin de réguler leur activité antiport 
(Cheng et Hirschi 2003, Cheng et al. 2004). La surexpression de CAX1 chez le tabac 
engendre une hypersensibilité au magnésium, au sodium et au froid ; il a été postulé que cette 
surexpression conduisait à une sur-accumulation de Ca
2+
 dans la vacuole et à une sévère 
réduction des possibilités de variations de la [Ca
2+
] cyt (Hirschi 1999). Ces plantes 
transgéniques accumulent une quantité importante de Ca
2+
, ce que les auteurs tentent 
d’expliquer par la mise en place d’un mécanisme bien connu chez les animaux et la levure et 
nommé CCE (pour Capacitative Calcium Entry). Ce mécanisme est géré par des canaux Ca
2+
 
de type ICRAC (pour Calcium-Release Activated Calcium Current) localisés au niveau de la 
membrane plasmique (Locke et al. 2000). Bien que particulièrement impliqués dans la 
régulation de l’homéostasie calcique et du développement (Zhao et al. 2008), de récents 
travaux indiquent un rôle putatif de CAX dans les réponses de défense. Ainsi, des plants de 
tomate soumis à une infection par un Potyvirus mettent en place une surexpression de gènes 
de la famille des CXIPs, suggérant l’implication de complexes CXIP/CAX dans les 
mécanismes de transduction du signal biotique (Alfenas-Zerbini et al. 2009). 
 
I.1.3.3 Pouvoir tampon à l’égard du Ca2+ dans la cellule  
 
 Bien que leur rôle dans la signalisation calcique soit encore hypothétique chez les 
plantes, les protéines capables de lier le Ca
2+
 et jouant un rôle de tampon calcique pourraient 
tenir une place importante dans la mise en forme du signal calcique (Hetherington et 
Brownlee 2004).  
Chez les animaux, la calréticuline est une protéine chaperone capable de tamponner le 
Ca
2+
 dans le lumen du RE (Michalak et al. 2009). Cette capacité de liaison et de rétention du 
Ca
2+
 joue un rôle dans l’influx calcique dans le cytosol et influence les voies 
transcriptionnelles Ca
2+
-dépendantes activées durant l’embryogénèse (Corbett et Michalak 
2000).  Chez les plantes, la surexpression d’une calréticuline de maïs chez le tabac augmente 
la quantité de Ca
2+
 stockée dans le RE (Persson et al. 2001) alors que chez Arabidopsis, des 
lignées surexprimant une calréticuline résistent mieux à une déplétion en Ca
2+
, suggérant que 
les calréticulines constituent un pool de Ca
2+
 disponible pour l’homéostasie calcique 
cytosolique (Yuasa et Maeshima 2000).  
 Outre le réticulum endoplasmique, la mitochondrie est connue chez les animaux pour 
jouer un rôle dans l’homéostasie calcique cytosolique. Ainsi, la mitochondrie joue un rôle très 
important dans la régulation de l’extension et la propagation du signal calcique cytosolique 
via une activité tampon extrêmement finement localisée. Par exemple, il a pu être montré avec 
diverses sondes spécifiques que des élévations cytosoliques de Ca
2+
 très localisées en réponse 
à l’histamine ne pouvaient survenir que dans des zones éloignées des mitochondries (Malli et 
 
 
Figure I-7 : Diversité des Ca
2+
-Binding Proteins (CBP) chez les plantes.  
CaM : Calmoduline ; CML : Calmoduline-like ; CDPK : Ca
2+
-Dependent Protein Kinase ; 




Figure I-8 : Diversité de structures des CBP chez les plantes. (DeFalco et al. 2009). 
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al. 2003). Un tel système encore jamais démontré chez les végétaux est parfaitement 
compatible avec les données obtenues par Logan et Knight (2003) sur la signalisation calcique 
mitochondriale.  
 
I.1.4 Décodage du signal 
 
La transduction des signaux calciques en réponses moléculaires et biochimiques 
dépend de la présence, de la localisation cellulaire et de l’affinité de liaison de protéines 
senseurs capables de décoder les signatures calciques et d’induire les évènements de 
signalisation appropriés (Reddy 2001 ; Kudla et al. 2010). Chez les plantes coexistent un 




-BP) susceptibles de jouer un rôle dans 
ces étapes de décodage et de transmission du signal (Luan et al. 2002 ; Batistic et Kudla 
2004 ; McCormack et al. 2005 ; Kim et al. 2009 ; figure I-7). 
 Ces senseurs calciques ont été classés en deux grandes catégories (Sanders et al. 
2002) : les senseurs-effecteurs, comme les Ca
2+
-Dependent Proteins Kinases (CDPKs), qui 
combinent un domaine de liaison au Ca
2+
 et une activité enzymatique de réponse ; et les 
senseurs-relais, comme les CalModulines (CaMs), les CaMs-Like proteins (CMLs) ou les 
Calcineurine B-Like proteins (CBLs), qui lient le Ca
2+
 et s’associent ensuite à des protéines 
cibles effectrices. La majorité de ces protéines capables de fixer le Ca
2+
 possèdent des 
domaines très conservés possédant une forte affinité pour le Ca
2+
 : les domaines ‘EF-hand’ 
(Roberts et Harmon 1992), constitués par une boucle de 12 acides aminés riches en aspartate 
et glutamate (figure I-8). 
 
I.1.4.1 Système CaM-CML/Effecteur 
 
Les CaMs sont parmi les protéines les plus conservées chez les eucaryotes ; elles ont 
été identifiées chez les plantes et les animaux il y a presque 30 ans et ont été nommées 
calmodulines pour CALcium MODULating proteIN (Means et Dedman 1980). Alors que les 
génomes animaux ne contiennent que quelques gènes codant pour des CaMs, celles-ci ou 
leurs isoformes très similaires, les CMLs, représentent chez les plantes une très large famille 
protéique. Par exemple chez Arabidopsis, 5 gènes codent pour des CaMs à 89% identiques à 
la CaM humaine (CaM 1, 4, 2, 3 et 5), et deux gènes codent pour des isoformes distinctes 
mais très proches de la CaM2 (CaM 6 et 7). En plus de ces CaMs canoniques, les plantes 
possèdent une très grande famille multigénique, les CMLs. Chez Arabidopsis, 50 CMLs 
coexistent, avec un pourcentage d’homologie avec les CaMs canoniques variant de 16 à 75% 
(McCormack et Bram 2003).  
 Structurellement, la CaM est une petite protéine acide comprenant 4 motifs ‘EF-hand’ 
capable de lier le Ca
2+
 avec une coopérativité positive (Gifford et al. 2007). La liaison du Ca
2+
 
à la CaM induit des changements conformationnels, libérant des motifs hydrophobiques pour 








Figure I-9 : Diversité des processus cellulaires impliquant des CAMs/CMLs. (Ranty et al. 
2006).  
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sont capables de se lier avec un nombre étonnant de cibles parmi lesquelles des kinases, des 
enzymes métaboliques, des facteurs de transcription, des canaux, des pompes ou encore des 
protéines de fonction inconnue. Cette capacité tient à plusieurs facteurs : (i) la flexibilité de la 
zone de liaison à la cible, (ii) l’état d’occupation des ‘EF-hands’ par un ion Ca2+, la CaM étant 
quelquefois capable de lier sa cible sans liaison préalable au Ca
2+, et (iii) l’éventail de 
modifications post-traductionnelles potentielles qui multiplie les combinaisons avec des 
protéines cibles éventuelles (Ishida et Vogel 2006). De la même manière que les CaMs, les 
CMLs possèdent de 1 à 6 motifs ‘EF-hand’ bien que la plupart n’en ait que 4 de prédits 
(McCormack et al. 2005). 
 Des CaMs/CMLs et leurs cibles ont été identifiées dans un grand nombre de processus 
cellulaires incluant le développement de la plante, la réponse aux hormones, les stimuli 
biotiques et abiotiques (Ranty et al. 2006 ; Bouché et al. 2005 ; DeFalco et al. 2009 ; figure I-
9).  
 Au cours du développement, des protéines cibles de CaMs ont pu être identifiées et 
impliquées dans la germination du pollen et la croissance du tube pollinique : il s’agit de 
NPG1 (pour No Pollen Germination 1), une protéine de fonction inconnue et d’ACA9, une 
Ca
2+
-ATPase (Golovkin et Reddy 2003 ; Schiott et al. 2004). Plus récemment, une étude chez 
Picea meyeri a permis, via l’utilisation d’inhibiteurs de CaMs ayant un effet drastique sur la 
germination du pollen, d’identifier plus de 95 protéines comme étant régulées par des CaMs, 
suggérant que celles-ci ont un rôle très important dans cet aspect du développement des 
plantes (Chen et al. 2009). Les CaMs sont également impliquées dans le contrôle du cycle 
cellulaire via des interactions avec des kinesin-like proteins (Oppenheimer et al. 1997 ; Vos et 
al. 2000) ; alors que des membres de la famille des CMLs sont impliqués dans la régulation 
de la morphologie cellulaire (Azimzadeh et al. 2008) et dans la transition florale (Delk et al. 
2005). 
 L’auxine est une hormone primordiale pour l’établissement de la polarité des cellules 
végétales et il a pu être montré que CML12 pourrait réguler l’établissement de cette polarité à 
travers une interaction avec PINOïD, une sérine/thréonine protéine kinase capable de réguler 
le transport d’auxine en définissant la localisation cellulaire de protéines PIN (Benjamins et 
al. 2003). L’inhibition de l’activité des CaMs ou de l’activité des canaux calciques dans des 
plantes surexprimant CML12 induit de sévères phénotypes, renforçant cette hypothèse. De 
plus, les CaMs jouent un rôle très important dans les réponses aux brassinostéroïdes. En effet, 
une étape initiale des voies médiées par les brassinostéroïdes est catalysée par DWARF1, une 
cytochrome P450 régulée par le Ca
2+
 et une CaM. Le mutant dwf1 ne peut être complémenté 
par une surexpression de DWF1 que si le CaM Binding Domain (CaMBD) de DWF1 est 
intact (Du et Poovaiah 2005). 
 Les CaMs et CMLs sont également importantes dans les réponses aux stress 
abiotiques, ayant été caractérisées dans les réponses à la sécheresse et la salinité (Vanderbeld 
et Snedden 2007 ; Magnan et al. 2008), à la chaleur (Zhang et al. 2009) ou encore aux UV-C 














Figure I-10 : Structure générale des CBLs et CIPKs.  
La structure des CBLs comprend notamment 4 motifs EF-hand (numérotés de 1 à 4). La 
structure générale des CIPKs comprend un domaine kinase en N-ter, lequel comprend la 
boucle d’activation. Le domaine régulateur en C-ter est partitionné en un domaine NAF 
responsable de la liaison CBL/CIPK et un domaine PPI. (Batistic et Kudla 2009). 
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 Enfin, les CaMs et les CMLs ont également des rôles importants dans les réponses de 
défense des plantes. CML24 est par exemple primordiale pour le développement de la HR en 
réponse à des bactéries avirulentes (Ma et al. 2008). Chez le tabac, rgsCaM (pour Regulator 
of Gene Silencing) interagit avec le TEV (pour Tobacco Etch Virus) HCPro (pour TEV 
Helper Component Protease) et l’expression de rgsCaM est induite en réponse au TEV 
(Anandalakshmi et al. 2000). La surexpression de rgsCaM conduit à une déficience en VIGS 
(pour Virus-Induced Gene Silencing), suggérant que rgsCaM est un suppresseur endogène de 
VIGS (Anandalakshmi et al. 2000).  
 
I.1.4.2 Système CBL/CBL-interacting protein kinases  
 
Les protéines CBLs et leurs partenaires interactants « CBL-Interacting Protein 
Kinases » (CIPKs) ont été identifiés en premier lieu chez Arabidopsis (Kudla et al. 1999 ; Shi 
et al. 1999). Des études plus approfondies ont permis d’établir que le génome d’Arabidopsis 
comprenait 10 gènes CBL et 26 gènes CIPK (10 et 30 chez le riz respectivement ; 
Kolukisaoglu et al. 2004 ; Weinl et Kudla 2009). Contrairement aux kinases de type CDPK, 
le système CBL/CIPK dissocie la fonction de senseur calcique de la fonction d’effecteur, ce 
qui permet une multiplicité d’associations et explique quelquefois la spécificité par rapport au 
signal calcique généré (Albrecht et al. 2001). 
 Les CBLs sont des protéines significativement similaires aux sous-unités régulatrices 
B des calcineurines animales (Weinl et Kudla 2009). Toutes les CBL possèdent 4 motifs ‘EF-
hand’ alors que les kinases de type CIPK possèdent toutes un domaine kinase en N-ter et un 
domaine régulateur en C-ter (Kolukisaoglu et al. 2004 ; figure I-10). Le domaine NAF est un 
domaine conservé au sein de la partie régulatrice de la protéine, nécessaire et suffisant pour 
l’interaction avec des CBLs (Albrecht et al. 2001). Il est par ailleurs spéculé que la liaison de 
CBL à la CIPK via ce domaine provoquerait le « defolding » de la partie effectrice de la 
CIPK, activant la kinase (Guo et al. 2001 ; Gong et al. 2002). De plus, il a été montré 
récemment que la phosphorylation de la CBL par sa kinase partenaire augmentait sa capacité 
d’interaction (Mahajan et al. 2006 ; Lin et al. 2009). En outre, un domaine PPI (pour protein 
phosphatase interaction) d’interaction avec des phosphatases de type PP2C a été retrouvé dans 
la partie C-terminale de ces CIPKs (Ohta et al. 2003), suggérant la formation possible de 
modules CIPK/PP2C capables de phosphoryler-déphosphoryler des protéines cibles avec une 
très haute efficacité (Kudla et al. 2010).  
 Les microdomaines calciques sont supposés être en partie responsables de la 
spécificité géographique d’un signal calcique (Berridge et al. 2006). Les complexes 
CBL/CIPK sont potentiellement impliqués dans cette spécificité dans la mesure où les CBLs 
d’Arabidopsis ont pu être localisées aussi bien sur la membrane plasmique que sur la 
membrane vacuolaire ou encore dans le noyau (Batistic et al. 2010). Il a par ailleurs été 
montré que des modifications post-traductionnelles étaient à l’origine de changement de 
localisation, une myristoylation et une S-acylation étant par exemple nécessaires à la 
 
 
Figure I-11 : Vue générale des systèmes de signalisation CBL/CIPK caractérisés chez 
Arabidopsis.  
AKT1 : Arabidopsis K+ Transporter 1 ; SOS1 : Salt Overly Sensitive 1 ; CHL : un 




Figure I-12 : Mécanismes de régulation des CDPKs.  
Le site de jonction contient un domaine autoinhibiteur (en rouge) et un site de liaison pour le 
domaine calmoduline-like (CaM-LD). Le CaM-LD est relié par une petite séquence. Les 
lobes N- et C-Ter contiennent chacun une paire de domaines EF-hand. En conditions basales, 
le domaine autoinhibiteur empêche toute activation du domaine kinase. En revanche, lorsque 
le CaM-LD lie 4 ions Ca2+, des changements conformationnels se produisent et mènent à la 
levée d’inhibition du domaine kinase. (Harper et Harmon 2005).   
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localisation membranaire de CBL1 (Batistic et al. 2008). Au contraire des CBLs, la plupart 
des CIPKs sont cytoplasmiques ou nucléaires (D’Angelo et al. 2006, Batistic et al. 2010) ; 
toutefois, leur association avec une CBL spécifique régule leur localisation finale d’action 
(D’Angelo et al. 2006 ; Cheong et al. 2007 ; Waadt et al. 2008 ; Batistic et al. 2008 et 2010). 
Par exemple, CIPK1 est localisée sur la membrane plasmique lorsqu’elle est associée avec 
CBL1 ou CBL9 alors qu’une association avec CBL2 l’adresse au tonoplaste (Cheong et al. 
2007 ; Waadt et al. 2008 ; Batistic et al. 2008).  
 Les complexes CBL/CIPK sont essentiels pour bien des fonctions physiologiques 
incluant la tolérance au sodium, la nutrition minérale, l’homéostasie du potassium, ou encore 
les réponses à l’ABA, à la sécheresse, à la déficience en O2 et au froid (pour revue Luan 
2009 ; Luan et al. 2009 ; Batistic et Kudla 2009 ; Weinl et Kudla 2009 ; figure I-11). Jusque 
là, les études du network CBL/CIPK ont porté sur les réponses aux stress abiotiques et sur la 
nutrition de la plante ; toutefois, ce système de décodage calcique est également impliqué 
dans d’autres processus physiologiques tels que les interactions plantes-pathogènes. Ainsi, il a 
été montré très récemment chez le riz qu’OsCIPK14 et OsCIPK15 étaient essentiels pour 
l’activation des défenses en réponse à des « Microbe-Associated Molecular Patterns » 
(MAMPs ; Kurusu et al. 2010). 
 
I.1.4.3 Système de signalisation via les CDPKs 
 
Les CDPKs sont des kinases spécifiques des plantes (et de quelques protistes), on en 
compte 34 chez Arabidopsis sans compter 8 CRKs (pour CDPK-Related Kinases ; Hrabak et 
al. 2003 ; Harper et Harmon 2005). Les CDPKs sont des sérine/thréonine kinases qui ont 
également été identifiées chez le riz, le peuplier ou encore le blé (Hrabak et al. 2003 ; Asano 
et al. 2005 ; Ray et al. 2007 ; Li et al. 2008).  
 Les CDPKs sont constituées notamment d’un domaine catalytique de type Ser/Thr 
kinase, d’un domaine autoinhibiteur capable d’inhiber l’activité kinase et d’un domaine CLD 
(pour CaM-Like Domain) capable de lier le Ca
2+
. Il a par ailleurs été montré récemment que 
la variabilité de séquence du domaine N-ter des CDPKs était responsable en partie de la 
spécificité de reconnaissance du substrat (Ito et al. 2010).  La plupart des CDPKs possèdent 4 
sites ‘EF-hand’ (Cheng et al. 2002) ; la liaison du Ca2+ sur le CLD lève l’inhibition médiée 
par le domaine autoinhibiteur, ce processus étant amplifié par une autophosphorylation de la 
kinase par elle-même  (Ludwig et al. 2004 ; figure I-12). Par ailleurs, il a été montré que 
certains phospholipides et certaines protéines 14-3-3 intervenaient également dans l’activation 
des CDPKs (Harper et al. 1993 ; Camoni et al. 1998 ; Cheng et al. 2002 ; Szczegielniak et al. 
2005). Il a été proposé que l’association des CDPKs à la membrane plasmique via 
l’interaction avec des phospholipides soit un facteur contribuant à l’activation des CDPKs 
alors que les protéines 14-3-3 permettraient une régulation plus fine de l’activité de la kinase 
(Cheng et al. 2002).  
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 Les CDPKs de plantes sont présentes dans de nombreux compartiments cellulaires y 
compris le cytosol, le noyau, la membrane plasmique, le RE ou encore la mitochondrie 
(Harper et al. 2004 ; Klimecka et Muszynska 2007). Chez Arabidopsis par exemple, 9 des 34 
CDPKs ont été localisées soit dans le cytosol, soit dans le noyau, soit dans la membrane 
plasmique (Lu et Hrabak 2002 ; Dammann et al. 2003). Il a également pu être montré que 
certaines CDPKs étaient relocalisées en réponse à un stress ; ainsi McCPK1, une CDPK 
membranaire de Mesembryanthemum crystallinum était relocalisée dans le noyau en réponse à 
un stress salin ou hydrique (Patharkar et Cushman 2000 et 2006). 
 La première caractérisation du lien entre CDPK et activation d’une voie de 
signalisation a mis en évidence l’importance de NtCDPK2 pour la mise en place de la HR en 
réponse à une élicitation race-spécifique par Avr9 (Romeis et al. 2001). Il a pu être également 
montré que la voie de signalisation régulée par NtCDPK2 pouvait avoir une influence sur une 
voie parallèle médiée par des MAPKs, suggérant que les deux voies sont régulées de façon 
concertée (Ludwig et al. 2005). Outre les stress biotiques, les CDPKs sont impliquées dans la 
régulation de la fermeture du stomate par l’ABA et la [Ca2+] ext (Mori et al. 2006 ; Geiger et 
al. 2010), la réponse aux gibbérellines (Ishida et al. 2008) et dans la plupart des stress 
abiotiques (Li et al. 2008). 
 




Les CRKs (pour CDPK-Related Kinases) ont la même structure générale que les 
CDPKs mais leur CLD est apparemment dégénéré. Sur les 8 CRKs d’Arabidopsis, 3 semblent 
posséder des motifs ‘EF-hand’ mais leur fonctionnalité n’est pas encore connue (Harmon 
2003). En revanche, il a été montré qu’au moins une CRK d’Arabidopsis était régulée par la 
CaM (Wang et al. 2004). On ne sait rien à ce jour sur la fonctionnalité physiologique de ces 
CRKs chez les végétaux. 
 Les CCaMKs (pour Ca
2+
/CaM regulated Kinases) ont une structure avec un domaine 
kinase, un CaMBD et un domaine C-ter de liaison au Ca
2+
 avec trois motifs ‘EF-hand’ 
similaires à la protéine visinine animale (Patil et al. 1995 ; Sathyanarayanan et al. 2000). La 
liaison du Ca
2+
 sur les ‘EF-hand’ entraîne une autophosphorylation capable d’amplifier la 
capacité de la CCaMK à lier la CaM et le Ca
2+, et permettant la levée de l’autoinhibition du 
domaine kinase (Patil et al. 1995 ; Sathyanarayanan et al. 2001 ; Gleason et al. 2006 ; 
Tirichine et al. 2006). Des CCaMKs ont pu être identifiées chez la plupart des légumineuses, 
chez le tabac et chez le riz, mais apparemment pas chez Arabidopsis (Liu et al. 1998 ; 
Harmon et al. 2001 ; Levy et al. 2004 ; Chen et al. 2007). Bien que potentiellement 
impliquées dans le développement floral (Poovaiah et al. 1999), les CCaMKs ont 
principalement été caractérisées chez les légumineuses dans le cadre d’interactions 
symbiotiques avec des bactéries rhizobia fixatrices d’azote. 
 Les CaMKs (pour CaM-dependent protein Kinases) sont une classe de kinases 





















Figure I-13 : Conversion de signaux calciques en réponses transcriptionnelles.  
EDS1 : Enhanced Disease Susceptibility 1. (Kudla et al. 2010).  
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identifiées à ce jour (Luan et al. 2002), plusieurs protéines ayant des homologies avec les 
CaMKs animales ont pu être identifiées chez la pomme, le riz, le maïs ou le tabac (Watillon et 
al. 1993 ; Wang et al. 2001 ; Zhang et Lu 2003 ; Ma et al. 2004) mais pas chez Arabidopsis. 
Les CaMKs végétales ne possèdent pas de sites de liaison au Ca
2+
 de type ‘EF-hand’ et 
diffèrent en cela des CCaMKs (Harmon et al. 2001), et sont régulées de façon différentielle 
par des CaMs chez le tabac (Ma et al. 2004). Le rôle des CaMKs dans la physiologie de la 




 et activité transcriptionnelle  
 
La régulation de la transcription de gènes codant des protéines clés de réponse à un 
stimulus est couplée à des évènements de signalisation médiés par des seconds messagers tels 
que le Ca
2+
 et dépend de protéines capables de lier le Ca
2+
 (Ikura et al. 2002). La plupart des 
mécanismes découverts à ce jour mettent en lumière un lien indirect entre Ca
2+
 et 
transcription, à travers l’intervention de protéines liant le Ca2+ et via des voies de signalisation 
souvent très complexes. Ainsi, et ce malgré l’importance de la spécificité du signal calcique 
dans l’élaboration d’une réponse transcriptionnelle appropriée, les mécanismes moléculaires 
liant le Ca
2+
 à la transcription des gènes sont longtemps restés inconnus (Scrase-Field et 
Knight 2003). Toutefois, il a pu être montré chez Arabidopsis que des variations calciques 
artificielles provoquées par des inhibiteurs de CaM étaient capables d’augmenter le niveau 
d’expression de plusieurs centaines de gènes (Kaplan et al. 2006). Cette étude a permis 
d’identifier dans les promoteurs de ces gènes induits un élément cis-régulateur de type ABRE 
(pour « ABscissic acid-Responsive Element ») précédemment caractérisé dans des situations 
de stress abiotiques (Finkler et. 2007a), capable de jouer un rôle dans l’activation rapide de 
gènes suite à un signal calcique.  
Il a récemment été mis en évidence qu’une CaM était capable d’exercer son rôle 
régulateur via une interaction directe avec le promoteur de gènes cibles, et non via une 
interaction avec des protéines effectrices (Kushwaha et al. 2008). CaM7 interagit directement 
avec les promoteurs de gènes induits par la lumière, suggérant un lien direct entre la 
génération d’un signal calcique, son décodage par une calciprotéine et la traduction en 
réponse transcriptionnelle (figure I-13). 
Les CAMTAs (pour « CAlModulin binding Transcriptionnal Activators ») sont des 
facteurs de transcription capables de lier la CaM et donc capables de jouer un rôle de lien 
direct entre Ca
2+
 et transcription (figure I-13). Ils forment des familles multigéniques dans 
beaucoup d’organismes eucaryotes, y compris l’homme, le poulet, la drosophile, 
Physcomitrella patens, Arabidopsis ou le riz (Finkler et al. 2007b). Leur structure est 
extrêmement bien conservée et comporte notamment un signal de localisation nucléaire, un 
domaine unique CG-1 de liaison à l’ADN (via des sites de liaison tel le motif ABRE) et un 
certain nombre de motifs IQ connus pour leur capacité d’association à des CaMs ou des 
CMLs (Bouché et al. 2002).  
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 Les CAMTAs fonctionnent comme activateurs transcriptionnels directs ou comme 
coactivateurs. En effet, certains CAMTAs disposent d’un domaine d’activation de la 
transcription capable de réguler l’expression de gènes cibles chez le riz et chez Arabidopsis 
(Mitsuda et al. 2003 ; Choi et al. 2005). Mais les CAMTAs peuvent également intervenir dans 
des complexes transcriptionnels plus importants soit en association avec des coactivateurs ou 
des corépresseurs, soit en formant des homo- et hétérodimères (Gong et al. 2007). 
  Les CAMTAs jouent un rôle dans les réponses aux stress abiotiques et biotiques. 
AtCAMTA1 et AtCAMTA3 sont importants pour la régulation de la tolérance au froid chez 
les plantes ; ces 2 CAMTAs interagissent avec des éléments du promoteur des gènes DREB1c 
et CBF2, connus pour être des régulateurs de la tolérance au gel, et activent la transcription de 
CBF2 notamment (Doherty et al. 2009 ; Eckardt 2009). AtCAMTA3 est également un 
régulateur critique des réponses aux pathogènes P. syringae et Botrytis cinerea (Galon et al. 
2008). Il a pu être montré qu’AtCAMTA3 interagit avec le promoteur du gène EDS1, un 
régulateur des niveaux de SA, et réprime l’expression du gène (Du et al. 2009). En outre, il a 
été démontré que la liaison à la CaM était requise pour cette fonction régulatrice (Du et al. 
2009). Il peut être noté qu’AtCAMTA3 est capable de jouer un rôle dans des voies de réponse 
très différentes en induisant ou au contraire en réprimant l’expression de gènes cibles. 
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I.2 REACTIONS DE DEFENSE CHEZ LES PLANTES 
 
 Les végétaux sont confrontés tout au long de leur vie à de multiples aggressions : 
insectes, herbivores, mais aussi virus, bactéries, champignons, oomycètes… Comparé à cette 
multitude d’agresseurs potentiels, les maladies des plantes font figure d’exception. Cette 
exceptionnelle résistance est tout d’abord basée sur la préexistence de barrières physiques et 
chimiques capables de repousser ou de limiter l’attaque pathogène. Lorsque les organismes 
pathogènes ne sont pas capables de franchir ces barrières préformées, ils ne peuvent utiliser la 
plante comme hôte de leur cycle de vie. 
 En revanche, lorsque le pathogène réussit à franchir ces barrières, les plantes disposent 
de mécanismes de reconnaissance capables de stimuler leur « système immunitaire » et 
d’induire des réponses de défense spécifiques. Il est aujourd’hui admis que ce système 
immunitaire se base sur des mécanismes de reconnaissance pouvant se dérouler à deux 
niveaux et déboucher soit sur une interaction dite incompatible (Chisholm et al. 2006 ; Jones 
et Dangl 2006), dans le cas d’une résistance à la maladie, soit sur une interaction dite 
compatible, en cas d’échec des mécanismes de défense permettant un développement de la 
maladie.  
  
I.2.1 Barrières pré-existantes 
I.2.1.1 Barrières physiques 
 
 Les barrières physiques préformées susceptibles de limiter ou d’arrêter la progression 
d’un pathogène sont essentiellement constituées de la cuticule et de ses cires, ainsi que de la 
paroi cellulaire. Elles sont l’un des nombreux obstacles que le pathogène rencontre dans sa 
route vers l’invasion et constituent de facto une mesure de défense pré invasive (Thordal-
Christensen 2003 ; Lipka et al. 2005). 
La cuticule des plantes est supposée fournir une barrière très efficace contre la 
majorité des pathogènes et empêcher ainsi la colonisation de la surface (Reina-Pinto et 
Yephremov 2009). Il a pu être montré que des mutants affectés dans la biosynthèse de la 
cuticule étaient plus sensibles à l’attaque de pathogènes (Xiao et al. 2004 ; Tang et al. 2007). 
Ainsi, l’expression des gènes codant pour le système de sécrétion de type III des bactéries P. 
syringae est multipliée par 10 dans le mutant att1, qui a par la suite été identifié comme 
correspondant à une CYP450 indispensable à la biogénèse de la cuticule. Le mutant att1 
montre une réduction de 30% de sa surface cuticulaire et est bien plus sensible à une souche 
virulente de P. syringae (Xiao et al. 2004). Il est de plus connu que la variabilité de la 
composition de la cuticule explique une partie des réponses de défense. En effet, la 
composition lipidique de la cuticule est d’une importance capitale pour la formation 
d’appressoria par de nombreux pathogènes tels Magnaporthe grisea ou C. gloeosporioides 













Figure I-14 : Mécanismes de perception du danger chez les plantes.  
Les Microbe-Associated Molecular Patterns (MAMPs), les Damage-Associated Molecular 
Patterns (DAMPs), et les effecteurs sont perçus comme des signaux de danger. Les MAMPs 
extracellulaires de microbes typiques et les DAMPs issus de l’action de leurs enzymes sont 
reconnus via des Pattern Recognition Receptors (PRRs). Au cours de leur coévolution, les 
pathogènes ont développé des effecteurs comme facteurs de virulence et les plantes ont mis en 
place de nouveaux PRRs et de nouvelles protéines de Résistance (R). Quand les MAMPs, les 
DAMPs et les effecteurs sont reconnus par des PRRs et des protéines R, une réponse de 
défense typique est induite. RLK, Receptor-Like Kinase; RLP, Receptor-Like Protein; NB-
LRR, Nucleotide Binding-site–Leucine-Rich Repeat. (Boller et Felix 2009).  
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La paroi cellulaire des plantes constitue également à la fois une barrière physique pré-
établie et un lieu de rencontre entre hôte et pathogène. Bien qu’il soit difficile de discriminer 
entre son rôle de barrière pré établie et son rôle primordial dans la perception du pathogène, il 
est désormais clair que la paroi cellulaire joue un rôle dans la résistance non-hôte qui suppose 
l’impossibilité pour un pathogène de coloniser une plante. Le rôle de la paroi cellulaire en tant 
que tissu senseur de la menace pathogène (via le contrôle de son intégrité notamment) et 
premier acteur de la PTI est bien mieux documenté (pour revue Hématy et al. 2009). 
  
I.2.1.2 Barrières chimiques 
 
 Outre les barrières physiques, les plantes disposent également de barrières chimiques 
préformées incluant des composés antimicrobiens et des métabolites secondaires qui peuvent 
être toxiques pour le pathogène ou encore inactiver ses effecteurs (Heath 2000). L’avenacine 
A-1, une saponine (famille de métabolites secondaires glycosylés), est présente en très grande 
quantité dans des plants sauvages d’avoine et est supposée avoir une activité antifongique 
forte. Il a pu être montré que des mutants sad (pour saponin-deficient) n’accumulant plus 
d’avenacine A-1 étaient bien plus susceptibles à des attaques fongiques que les plants 
sauvages, suggérant que cette saponine joue un rôle de barrière chimique pré-invasive 
(Papadopoulou et al. 1999).  
 
I.2.2 Immunité végétale : « Pathogene-Associated Molecular Patterns-Triggered 
Immunity » 
 
 Dans le cas où un pathogène a pu outrepasser les barrières pré invasives existantes, la 
plante a la capacité de mettre en place un second rideau de défense (figure I-14). La stratégie 
repose sur la PAMP-Triggered Immunity ou PTI (anciennement appelée résistance basale ou 
horizontale), qui fait intervenir des motifs généraux conservés (Microbe-Associated 
Molecular Patterns ou MAMPs) qui sont situés à la surface du pathogène (PAMPs pour 
Pathogène-Associated Molecular Patterns par exemple), ou à la surface d’élicitines sécrétées 
par le pathogène ou encore sont issus de l’interaction entre le pathogène et la plante (DAMPs 
ou Damage-Associated Molecular Patterns). Ces motifs sont ensuite reconnus par des 
récepteurs végétaux de type PRR (pour Pattern Recognition Receptor) qui vont permettre la 
mise en place de la PTI.  
 
I.2.2.1 Microbe-Associated Molecular Patterns 
 
 La PTI résulte de l’interaction entre un MAMP et son PRR associé (figure I-14). Les 
PRRs sont des protéines transmembranaires contenant un domaine extracellulaire de type 
LRR (pour Leucine Rich Repeat) et un domaine Ser/Thr kinase en C-ter. Les LLR-RLKs 
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(pour LRR-Receptor-Like Kinases) sont connus pour être des récepteurs de facteurs de 
pathogénicité.  
Le peptide flg22 provenant de la flagelline et le facteur d’élongation EF-Tu sont les 
deux MAMPs les mieux caractérisés, en couple avec leurs récepteurs respectifs, FLS2 et EFR. 
Le motif flg22 a été identifié comme étant un peptide provenant de la protéine flagelline, 
essentielle pour la formation du flagelle lui-même indispensable pour la virulence de la 
bactérie (Felix et al. 1999). Par la suite, FLS2 (pour FLAGELLIN SENSING2) a été identifié 
comme étant une LRR-RK (Gomez-Gomez et al. 1999) capable effectivement de reconnaître 
le motif flg22 de la flagelline (Chinchilla et al. 2006) et dont le mutant fls2 montrait une 
sensibilité plus prononcée à une infection bactérienne (Zipfel et al. 2004). La perception de 
flg22 par FLS2 induit chez Arabidopsis un certain nombre de réponses de défense parmi 
lesquelles la formation de callose ou l’accumulation de la protéine de défense PR1 (Felix et 
al. 1999).  
EF-TU a été identifié dans des extraits protéiques d’Escherichia coli ; c’est l’une des 
protéines les plus conservées des bactéries (Kunze et al. 2004). Les motifs impliqués 
correspondent à la partie N-acétylée de la protéine et sont appelés elf18 et elf26 ; ils sont 
responsables de la PTI chez Arabidopsis et d’autres brassicacées mais pas chez d’autres 
espèces (Kunze et al. 2004). Le récepteur d’elf18/26 (EFR) a été caractérisé par la suite : il 
s’agit d’une autre LRR-RK de la famille XII (Zipfel et al. 2006). Bien que la perception d’EF-
TU soit restreinte aux brassicacées, des orthologues très proches d’EFR ont été retrouvés chez 
le riz et le peuplier, suggérant qu’ils fonctionneraient comme récepteurs de MAMPs non 
encore identifiés (Boller et Felix 2009). 
Des PRRs autres que des LRR-RK/RLK ont pu être associés à des MAMPs, 
notamment une LRR-RLP (pour LRR-Receptor-Like Protein) impliquée dans la perception 
d’une xylanase chez la tomate (Ron et Avni 2004) ou encore une LysM-RLK (CERK1 chez 
Arabidopsis et CEBiP chez le riz) impliquée dans la perception de fragments de chitine 
fongique (Kaku et al. 2006 ; Miya et al. 2007 ; Wan et al. 2008). 
Les éliciteurs peptidiques d’oomycètes sont également capables d’induire une PTI via 
des MAMPs. Le premier d’entre eux à avoir été caractérisé est pep13, un épitope hautement 
conservé d’une transglutaminase typique du persil, et capable d’induire des réponses de 
défense chez la pomme de terre (Blume et al. 2000 ; Brunner et al. 2002). Bien que des sites à 
haute affinité pour le pep13 aient été identifiés dans des membranes du persil, le récepteur 
reste à ce jour inconnu (Nürnberger et al. 2004). La situation est identique pour une autre 
classe d’éliciteurs peptidiques particulièrement bien étudiée : les élicitines. Ces structures 
peptidiques produites par des oomycètes de type Phytophthora et capables de lier des stérols 
sont capables d’activer les défenses et de provoquer une HR chez le tabac (Osman et al. 
2001). De même que pour pep13, des sites de haute affinité pour la cryptogéine, une élicitine 
majeure produite par Phytophthora cryptogea ont été identifiés sur la membrane du tabac, 














Figure I-15 : Mécanismes d’activation et de suppression de la PTI.  
Ce schéma conceptualise les mécanismes de signalisation induits par des PRRs et l’action de 
plusieurs effecteurs de P. syringae pour lesquels les cibles dans la plante ont été caractérisées. 
Les couleurs verte et violette indiquent des protéines de plante et des effecteurs de P. syringae 
respectivement. Les nombres dans les cercles représentent six étapes cibles des effecteurs : la 
perception du MAMP (PRRs), la cascade de MAPK (MPK3 et MPK6), le métabolisme des 
ARNs (GRP7), le trafic vésiculaire (MIN7), des régulateurs de la PTI (RIN4 et RAR1) et la 
fonction chloroplastique (Hsp70). (Boller et He 2009).  
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I.2.2.2 Damage-Associated Molecular Patterns 
 
 La plupart des pathogènes produisent des enzymes de lyse capables de percer les 
défenses de la plante. Les produits générés par ces enzymes peuvent fonctionner comme des 
éliciteurs endogènes et forment alors des DAMPs. Ces DAMPs se retrouvent au niveau de 
l’apoplaste et peuvent servir de signaux de danger pour induire une PTI (Matzinger 2002 ; 
Schwessinger et Zipfel 2008).  
 Les fragments de paroi cellulaire végétale détachés par l’action d’enzymes 
microbiennes sont des exemples classiques de DAMPs appelés initialement éliciteurs 
endogènes (Darvill et Albersheim 1984). Les oligo-α-galacturonates (OGs) détachés des 
pectines de la paroi végétale peuvent par exemple être reconnus par la plante et éliciter des 
réactions de défense (D’Ovidio et al. 2004 ; Ferrari et al. 2007). Des fragments de cutine 
relargués après action de cutinases fongiques jouent également le rôle de DAMPs chez la 
pomme de terre et le concombre (Schweizer et al. 1996 ; Kauss et al. 1999).   
Par ailleurs, un peptide de 23 acides aminés, AtPep1, isolé à partir de feuilles 
d’Arabidopsis, représente la partie C-terminale d’une petite protéine cytoplasmique codée par 
le gène PROPEP1, lequel est induit en réponse à la blessure, au méthyljasmonate, à flg22 ou 
encore à AtPep1 lui-même (Huffaker et al. 2006). Il semblerait qu’AtPep1 représente un 
signal endogène de stress similaire à la systémine de tabac (pour revue Lotze et al. 2007), 
relargué après blessure ou attaque pathogène et agissant comme DAMP pour les cellules 
avoisinantes (Huffaker et al. 2006). AtPep1 est perçu via un récepteur de type LRR-RK 
appelé PEPR1 (Yamaguchi et al. 2006 ; Huffaker et Ryan 2007) selon un système 
étonnamment très semblable aux couples flg22/FLS2 et EF-TU/EFR. 
 
I.2.3 Immunité végétale : Effector-Triggered Immunity 
 
 Au cours de l’évolution, les pathogènes de plantes ont développé des stratégies 
moléculaires très performantes leur permettant d’éviter ou de manipuler les mécanismes de 
défense des plantes. Ainsi, le pathogène qui a coévolué avec une espèce de plante particulière 
est quelquefois quand même capable de délivrer à l’intérieur de l’hôte des effecteurs 
contribuant à la pathogénicité. Les pathogènes sécrètent ces effecteurs dans l’espace 
intercellulaire ou à l’intérieur de la cellule hôte via les systèmes de sécrétion de type III 
(TTSS pour Type-Three Secretion System) pour les bactéries ou une exocytose pour les 
oomycètes et champignons. Une souche pathogénique de P. syringae mutée dans son TTSS et 
incapable de délivrer ses effecteurs induit une réponse transcriptionnelle plus rapide et plus 
importante qu’une souche sauvage (Jacobek et al. 1993). Un TTSS opérationnel est 
indispensable au pathogène pour espérer une colonisation réussie (Nomura et al. 2005). 
L’action de ces effecteurs (directement au niveau des PRRs ou plus en aval dans la voie de 
signalisation conduisant à la PTI ; figure I-15) peut conduire à un mécanisme de sensibilité 
appelé Effector-Triggered Susceptibility (ETS) qui contrecarre le développement de la PTI. 
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Toutefois, dans un deuxième temps, un effecteur pathogène donné pourra être reconnu par 
protéine de type NB-LRR (pour Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat) issue du pool de 
gènes de résistance de la plante (figure I-14). Cette reconnaissance, basée sur une interaction 
spécifique entre un effecteur pathogène et le produit d’un gène de résistance végétal conduit à 
un mécanisme de résistance appelé Effector-Triggered Immunity ou ETI (anciennement 
appelée résistance verticale ou gène-pour-gène) qui est en quelque sorte une PTI amplifiée et 
accélérée (Jones et Dangl 2006 ; Boller et Felix 2009). L’ETI aboutit très souvent à la 
résistance de la plante à la maladie, résistance qui passe par la mise en place de réponses de 
défense passant notamment par le développement d’une réponse dite hypersensible (HR) 
impliquant une mort cellulaire programmée (PCD) localisée. 
 
I.2.3.1 Effecteurs pathogènes  
 
 AvrPto et AvrPtoB par exemple sont des effecteurs de type III de la bactérie P. 
syringae qui pourraient contribuer à la virulence en inhibant des étapes précoces de la PTI, en 
amont des MAPKKKs (He et al. 2006). Il a pu être démontré que ces deux effecteurs étaient 
en fait capables de se lier directement aux PRRs FLS2 et EFR chargés de reconnaître les 
MAMPs dans le cadre d’une PTI (Göhre et al. 2008 ; Xiang et al. 2008). Ces interactions 
physiques inhibent l’activité kinase des PRRs. Par ailleurs, la partie C-ter d’AvrPtoB contient 
un domaine ressemblant à une E3 ligase, chargée de dégrader une protéine kinase hôte 
« Fen » (Janjusevic et al. 2006 ; Rosebrock et al. 2007). AvrPtoB peut également se lier à 
CERK1, un récepteur capable de reconnaître des fragments de chitine et essentiel pour la 
défense face aux champignons (Gimenez-Ibanez et al. 2009), suggérant que CERK1 jouerait 
également un rôle dans la suppression de la croissance bactérienne.   
 En plus de leurs possibilités d’actions directement au niveau du PRR, certains 
effecteurs agissent plus en aval en inhibant la voie de signalisation des MAPK conduisant à la 
PTI (Boller et He 2009 ; figure I-15). Par exemple, l’effecteur HopAI1 présent dans de très 
nombreuses souches de bactéries est capable d’inhiber en partie la PTI en supprimant 
l’activité de MAPKs (pour Mitogen-Activated Protein Kinases) induites par la perception du 
MAMP (Zhang et al. 2007). Les effecteurs sont également capables d’agir en aval de la voie 
de signalisation de la PTI, directement sur des processus cellulaires nécessaires à la défense 
comme le trafic vésiculaire (HopM1 ; Nomura et al. 2006), l’intégrité chloroplastique 
(HopI1 ; Jelenska et al. 2007) ou encore les processus de synthèse d’ARNm (HopU1 ; Fu et 
al. 2007).  
 De fait, les effecteurs contribuent à la virulence du pathogène souvent en imitant ou en 
inhibant des fonctions cellulaires eucaryotes (pour revue Grant et al. 2006 ; Abramovitch et 






Figure I-16 : Structures des proteins R de type NB-LRR.  
Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf9, Pto, Fen, Xa21, FLS2 et RPW9 sont des produits de gènes de résistance 
de la famille des NB-LRR. NB : Nucleotide Binding ; LRR : Leucine-Rich Repeat ; CC : 
Coiled-Coil ; TIR : Toll Interleukin Receptor 1. (Jones et Dangl 2001).  
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I.2.3.2 Produits de gènes de résistance 
 
 L’évolution commune avec les pathogènes a conduit les plantes à développer des 
outils moléculaires leur permettant de reconnaître spécifiquement ces effecteurs. Cette 
capacité de reconnaissance spécifique a été caractérisée génétiquement comme étant la 
résistance gène-pour-gène (Flor 1971).  La présence d’un effecteur (produit du gène 
d’avirulence) et de la protéine R (produit du gène de résistance) associée capable de le 
reconnaître entraine une ETI alors qu’une absence de reconnaissance conduira à la maladie. 
Dans la littérature, la plus importante classe de gènes de résistance code des protéines R de 
type NB-LLR, qui sont des récepteurs capables de reconnaître des effecteurs cytoplasmiques. 
Le site NB de liaison à des nucléotides a été caractérisé comme important pour la liaison à 
l’ATP ou au GTP. Cette famille de protéines R est subdivisée en deux grandes classes (figure 
I-16), se basant sur leur domaine N-ter (Dangl et Jones 2001) : les Coiled-Coil NB-LRR (CC-
NB-LRR) et les Toll-Interleukin-1 Receptor NB-LRR (TIR-NB-LRR). Dans cette classe de 
protéines, les membres les mieux caractérisés sont RPS2, RPM1 et RPS5, des protéines 
d’Arabidopsis capables de reconnaître les effecteurs AvrRpt2, AvrRpm1/AvrB et AvrPphB 
respectivement (Bent et al. 1994 ; Grant et al. 1995 ; Warren et al. 1998). 
Une autre classe majeure de protéines R comprend toutes les protéines LLR extracellulaires 
(eLRRs). Parmi ces eLRRs, trois sous-classes ont été caractérisées selon leurs domaines 
structuraux (Fritz-Laylin et al. 2005) : les RLPs (pour Receptor-Like Proteins), les RLKs 
(pour Receptor-Like Kinases) et les PGIPs (pour PolyGalacturonase-Inhibiting Proteins). Les 
RLPs les mieux caractérisées sont représentées par les protéines Cf de la tomate (Jones et al. 
1994 ; Rivas et Thomas 2005) qui confèrent la résistance à Cladosporium fulvum via la 
reconnaissance des effecteurs Avr2, Avr4 et Avr9 (pour revue De Wit et al. 2009).  
 L’ETI induite par l’interaction entre une protéine R et un effecteur pathogène conduit 
à l’établissement de réponses de défense visant à contrecarrer l’action de l’envahisseur. Ces 
réponses de défense démarrent par des évènements de signalisation très précoces comprenant 
un burst oxydatif, des changements dans l’homéostasie ionique et l’activation de MAPKs 
couplée à des évènements de dé/phosphorylation. Ces évènements de signalisation conduisent 
généralement : (i) à l’activation d’un certain nombre de gènes de défense (gènes codant pour 
des Pathogenesis-Related (PR) proteins notamment), (ii) à une HR-PCD localisée au lieu 
d’infection, (iii) à l’établissement de la « Systemic Acquired Resistance  » (SAR) et (iv) au 
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I.2.4 Réponses de défense 
I.2.4.1 Evènements précoces de signalisation 
 
 Flux ioniques 
 
 Un des premiers évènements de signalisation mesurables à la suite de la 
reconnaissance d’un PAMP ou d’un DAMP par la cellule végétale est une alcalinisation du 
milieu extracellulaire due à des changements de flux ioniques à travers la membrane (Boller 
1995 ; Nürnberger et al. 2004). Ces changements incluent un influx de H
+
 et de Ca
2+
 et un 
efflux concomitant de K
+
. Un efflux important d’anions, nitrate notamment, a également été 
observé par exemple chez le tabac en réponse à la cryptogéine (Wendehenne et al. 2004 ; 
Gauthier et al. 2007). Ces flux ioniques conduisent à une dépolarisation de la membrane 
plasmique de cellules de soja élicitées avec des heptoglucanes (Mithöfer et al. 2005) ou de 
cellules d’Arabidopsis stimulées avec AtPep1 (Krol et al. 2010). Les MAMPs sont connus 
pour induire un influx important de Ca
2+
 apoplastique, engendrant ainsi un signal calcique 
cytosolique capable de médier l’ouverture et la fermeture de divers canaux anioniques ou 
cationiques, régulant ainsi les différents flux ioniques essentiels à la réponse de défense 
(Blume et al. 2000 ; Brummer et al. 2002 ; Lecourieux et al. 2002 ; Ranf et al. 2008). Les flux 
ioniques régulés par le Ca
2+
 sont essentiels aux réactions de défense, le blocage des canaux 
calciques responsables de l’entrée du Ca2+ dans la cellule conduisant à une susceptibilité 
supérieure de la plante (Dixon et al. 1994).  
 
 Activation de MAPKs et évènements de dé/phosphorylation 
 
 Une réponse précoce à des signaux de MAMPs est l’activation de cascades de 
MAPKs. Chez Arabidopsis, la perception de flg22 conduit à une activation transitoire de 
l’activité d’AtMPK6 (Nühse et al. 2000). Il a finalement pu être montré que la perception de 
flg22 conduisait à l’activation de deux cascades complètes de MAPKs (Asai et al. 2002), ces 
cascades permettant l’activation d’AtMPK3 et AtMPK6, protéines essentielles à l’induction 
de facteurs de transcription de type WRKY (Asai et al. 2002). La perception de DAMPs, 
RALF (pour Rapid ALkalinisation Factor) notamment, peut également conduire à l’activation 
de cascades de kinases (Pearce et al. 2001).  
 L’activation de ces MAPKs conduit à des changements de niveau de phosphorylation 
de protéines cibles. Une étude à grande échelle a permis de montrer que des dizaines de 
protéines étaient phosphorylées quelques minutes après la perception de flg22 (Peck et al. 
2001). La diversité de protéines substrat des phosphorylations induites par flg22 comprend 
notamment une NADPH oxydase, une ACA, deux CDPKs, des MAPKs, des Cellulose 
Synthases, des régulateurs potentiels du trafic vésiculaire, des protéines PIN ou encore des 
transporteurs ABC (pour revue van Bentem et Hirt 2007). En particulier, la NADPH oxydase 
responsable du burst oxydatif observé en réponse à flg22 (RbohD pour Respiratory burst 
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oxydase homologue D) fait partie des protéines phosphorylées (Benschop et al. 2007 ; Nühse 
et al. 2007).  
 
 Burst oxydatif et NO 
 
 Les ROS jouent un rôle précoce et central dans les réponses de défense des plantes 
(pour revue Mittler et al. 2004 ; Yoshioka et al. 2009). Deux minutes après la perception de 
flg22, un burst oxydatif est observable chez Arabidopsis (Chinchilla et al. 2007). Le radical 
superoxyde (O
2-
), le radical hydroxyl (OH
-) et l’H2O2 sont les trois principales espèces 
réactives d’oxygène produites chez les plantes (Apel et Hirt 2004). Elles peuvent jouer un rôle 
antimicrobien direct ou indirect via le cross-linking de composés de défenses dans la paroi 
cellulaire ; les ROS peuvent également jouer le rôle de seconds messagers capables d’induire 
diverses réponses de défense (Apel et Hirt 2004). Les ROS, capables d’oxyder les membranes 
lipidiques et d’endommager l’ADN, sont rapidement prises en charge par des molécules 
chaperones afin d’assurer l’homéostasie « redox » de la cellule (Apel et Hirt 2004). 
 Chez les plantes, le NO est un second messager primordial dans l’établissement des 
réponses de défense et en particulier de l’induction de la HR (Lamb et Dixon 1997 ; 
Delledonne et al. 1998 et 2001). Il participe également à l’induction des gènes de défense tels 
PR1 et PAL (Durner et al. 1998). En outre, plusieurs études récentes ont rapporté la 
production de NO en réponse à la perception de MAMPs (Gust et al. 2007 ; Asai et al. 2008). 
Le NO est synthétisé chez les animaux par une NO synthase, une hémoprotéine qui oxyde 
l’arginine pour former la citrulline et du NO (Besson-Bard et al. 2008) ; chez Arabidopsis, il 
n’existe pas de séquence connue de NO synthase typique (Besson-Bard et al. 2008). Outre 
son action en tant que second messager, le NO peut également avoir des activités de Métal- ou 
S-nitrosylation ou de tyrosine nitration (Leitner et al. 2009) sur un large spectre de protéines 
cibles, régulant ainsi leur activité ou leur fonction (Besson-Bard et al. 2008). Il a pu être 
montré par exemple que le stade de S-nitrosylation de la métacaspase 9 chez Arabidopsis 
contrôlait son activité dans la mort cellulaire programmée (Belenghi et al. 2007).  
 
I.2.4.2 Gènes marqueurs de défense 
 
 Le traitement de plants d’Arabidopsis par flg22 ou elf26 conduit à l’activation de 
presque 1000 gènes et à l’inactivation d’environ 200 gènes, et ce, dans les 30 minutes suivant 
le début de l’expérience (Zipfel et al. 2004 et 2006). Des traitements par d’autres MAMPs tels 
que des fragments de chitine ou des DAMPs tels les OGs conduisent à l’activation d’un set de 
gènes remarquablement similaire (Ramonell et al. 2002 ; Moscatiello et al. 2006 ; Ferrari et 
al. 2007 ; Libault et al. 2007). Parmi les gènes induits, ceux codant pour des RLKs sont 
surreprésentés ; FLS2 et EFR font partie de ces gènes ce qui suggère qu’un des rôles d’une 
activation précoce de l’expression génique est un feed-back positif capable d’accroitre les 
capacités de perception des PRRs (Zipfel et al. 2004). Il a pu être montré que les gènes 
 
 
Tableau I-3 : Diversité des protéines de type Pathogenesis-Related (PR). (Van Loon et al. 
2006).  
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marqueurs de défense répondaient de manière relativement similaire au cours d’une 
interaction compatible et d’une interaction incompatible (Tao et al. 2003 ; Navarro et al. 
2004). Toutefois, la réponse est accélérée dans le cas d’interactions incompatibles, suggérant 
que la cinétique et le pattern temporel du programme de défense sont des éléments clés 
déterminant le devenir de l’interaction plante-pathogène (Tao et al. 2003 ; Glazebrook 2005). 
 La principale famille de gènes marqueurs de défense est constituée par les protéines 
PR, classées en différentes sous-familles (PR1 à PR17) ; elles sont structurellement et 
fonctionnellement très différentes les unes des autres (pour revue Van Loon et Van Strien 
1999 ; Van Loon et al. 2006 ; tableau I-3). Différentes voies de signalisation conduisent à 
l’expression de ces protéines PR durant la SAR chez Arabidopsis (Ward et al. 1991). 
L’éthylène et l’Acide Jasmonique (JA) activent la transcription de gènes codant des 
inhibiteurs de protéases, des défensines et des PR plutôt basiques, alors que l’Acide 
Salicylique (SA) active l’expression de protéines PR acides jouant un rôle dans la SAR (Epple 
et al. 1995 ; Van Loon et al. 2006). 
Les gènes hsr (hypersensitivity-related) constituent une autre classe de marqueurs de défense, 
et notamment des réponses de HR. hsr203J, hsr201 et hsr515 sont des gènes identifiés chez le 
tabac et dont l’expression est corrélée au déroulement de la HR (Pontier et al. 1994 ; Czernic 
et al. 1996).  
   
I.2.4.3 « Hypersensitive Response » et « Programmed Cell Death » 
 
 Le phénomène de résistance connu sous le nom de HR a été pour la première fois 
décrit il y a plus de 100 ans lorsque Ward observa une grande diversité de réponses à la 
rouille Puccinia dispersa chez plusieurs variétés de blé (Ward 1902). La définition même de 
HR a été donnée 13 ans plus tard par Stakman qui observa que les ‘host plants exhibit a 
considerable degree of resistance to the fungus...the host plant in such cases is hypersensitive 
to the fungus’ (Stakman 1915). Depuis lors, la HR est considérée comme une réponse 
classique de défense des plantes, leur permettant de restreindre l’évolution du pathogène en 
l’enfermant dans une zone de nécrose qui peut concerner quelques cellules pour Pseudomonas 
syringae ou des zones bien plus importantes pour le TMV (Tobacco Mozaïc Virus). La PCD 
chez les plantes est un processus de mort cellulaire programmée organisé et essentiel pour 
divers processus dans le développement et la réponse aux pathogènes (Reape et McCabe 
2008). L’apoptose-like PCD chez les plantes ressemble beaucoup à l’apoptose animale 
caractérisée notamment par une fragmentation nucléaire, une condensation de la chromatine, 
une fragmentation de l’ADN et finalement une dégradation de la cellule apoptotique (Van 
Doorn et Woltering 2005). On trouve chez les plantes des protéines de type caspase-like, 
c'est-à-dire ressemblant aux caspases animales qui jouent un rôle essentiel dans l’apoptose. 
Ces protéines sont des métacaspases (Watanabe et Lam 2004) dont l’expression est induite 
dans certains cas d’interaction plante-pathogène (Hoeberichts et al. 2003). 
 
 
Figure I-17 : Le puzzle de la Réponse Hypersensible.  
(A) L’interaction d’un produit de gène d’avirulence (AVR) avec un produit de gène de 
résistance (R) initie la HR et un large nombre de réponses de défense associées.  
(B) Via des mécanismes encore méconnus, l’interaction Avr-R conduit à la production 
persistante de ROS, de NO, de SA et de flux calciques conduisant à une accumulation de ROS 
dans la mitochondrie et le chloroplaste. 
(C) L’interaction Avr-R et la génération de ROS et de NO conduit à l’activation de protéases 
de type caspase-like, qui pourraient être des enzymes vacuolaires conduisant in fine à la 
rupture du tonoplaste.  
(D) Récemment, il a été montré que le maintien de la mort cellulaire à la périphérie de la 
lésion de type HR était associé à des autophagosomes qui contiendraient des facteurs 
d’élicitation de la mort cellulaire. (Mur et al. 2008).  
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 Un autre type de PCD chez les plantes a été annoté comme « autophagic PCD », par 
référence à l’autophagie animale. Chez les plantes, une telle PCD a notamment pu être 
observée en réponse à une carence en carbone (Rose et al. 2006). L’autophagie se produit 
quand les constituants cellulaires vitaux sont dégradés dans des lysosomes (Reape et McCabe 
2008). Les caractéristiques de l’apoptose-like PCD et de l’autophagic PCD diffèrent 
notamment de part leurs cinétiques très différentes (l’autophagie étant un procédé beaucoup 
plus lent) et la formation d’autophagosomes uniquement dans le cadre de l’autophagie (Doorn 
et Woltering 2005 ; Love et al. 2008).  
 La HR chez les plantes est une mort cellulaire rapide déclenchée sur le site même 
d’une infection, limitant la progression du pathogène (Dangl et al. 1996 ; Greenberg 1997). 
Cette mort cellulaire est issue d’un programme génétique et non causée par des toxines 
pathogènes (Greenberg et Yao 2004). Des mutants d’Arabidopsis présentant des lésions HR 
de manière constitutive ont permis l’identification de régulateurs positifs et négatifs de la HR 
(Lorrain et al. 2003 ; Greenberg et Yao 2004). Le développement de cette HR présente des 
caractéristiques communes avec l’apoptose animale (Levine et al. 1996 ; Greenberg et Yao 
2004) et est associée avec un grand nombre d’évènements moléculaires : flux ioniques (Grant 
et al. 2000 ; Ali et al. 2007), burst oxydatif (Levine et al. 1994 ; Bolwell et al. 2002), ou 
encore le signal NO (Zeier et al. 2004 ; Boccara et al. 2005). Bien que les caractéristiques de 
la HR se rapprochent des caractéristiques apoptotiques, il est possible que la réponse 
conduisant à une HR résulte d’une combinatoire entre plusieurs mécanismes de PCD (Mur et 
al. 2008 ; figure I-17). 
 
I.2.4.4 « Systemic Acquired Resistance » 
 
 La perception des signaux de danger intervient dans les environs immédiats de la 
blessure et des sites d’invasion. En plus des défenses locales, une attaque pathogène peut 
induire une réponse systémique, la SAR, permettant de protéger la plante contre une attaque 
ultérieure par une plus large variété de pathogènes (pour revue Vlot et al. 2008). La SAR se 
caractérise par des niveaux élevés en SA et par l’activation préventive de protéines PR et de 
gènes antimicrobiens dans des tissus sains, conférant ainsi une résistance améliorée contre une 
infection ultérieure par des pathogènes virulents (Glazebrook et al. 1997).  
Afin d’être mise en place, la SAR requiert un signal systémique capable d’activer des 
défenses et d’être transloqué du tissu attaqué vers les tissus sains. Ces signaux systémiques 
peuvent transiter par le sytème vasculaire ou être véhiculés par voie aérienne ; la nature de ces 
signaux est multiple et inclut le MéthylJasmonate (MJ) et le méthylsalicylate (pour revue 
Shah 2009).  
Une expression systémique de défense peut également être observée dans des plantes qui sont 
colonisées par des symbiontes. En effet, il a été observé qu’une colonisation par des rhizobia 
ou des mycorrhizes augmentait la résistance future de la plante contre des attaques biotiques 
 
 
Figure I-18 : Mécanismes de défense liés à des modifications de la paroi des plantes. 
(Hückelhoven 2007). 
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(Van Loon 2007 ; Liu et al. 2007), cette résistance a été nommée « Induced Systemic 
Resistance » (ISR). 
 
I.2.4.5 Renforcement de la paroi 
 
 Les pathogènes disposent dans leur arsenal d’une batterie d’enzymes capables de 
dégrader la paroi cellulaire et de faciliter la nutrition ou l’avancée du pathogène. Parmi ces 
enzymes, cutinases, cellulases, polygalacturonases, xylanases et protéinases participent à la 
dégradation concertée de la paroi (pour revue Annis et Goodwin 1997). La capacité du 
pathogène à percer les défenses de la plante dépend aussi de sa capacité à exprimer tout un 
ensemble d’enzymes lytiques (Kämper et al. 2006). Les fragments de paroi détachés par ces 
enzymes pathogènes peuvent alors être perçus par la plante comme des DAMPs (voir aussi 
paragraphe I.2.2.2). Une fois un MAMP ou un DAMP perçu, la plante induit une batterie de 
défenses apoplastiques comprenant l’inhibition des enzymes lytiques microbiennes, le 
renforcement de la paroi et l’empoisonnement du pathogène (Hückelhoven 2007 ; figure I-
18).  
 Les agents antimicrobiens de plante sont des composés de bas poids moléculaire 
capables de rendre l’apoplaste toxique pour l’envahisseur. Certaines protéines PR (chitinases, 
glucanases, protéases, défensines) sécrétées dans la paroi jouent ce rôle et affectent la paroi 
des pathogènes ou l’intégrité de leurs membranes ; PR1 par exemple, possède une activité 
antimicrobienne (Rauscher et al. 1999).  Les phytoalexines sont des constituants majeurs de la 
réponse de défense dans la mesure où elles peuvent inhiber le développement du champignon, 
ralentir sa progression tout en participant au renforcement des propriétés mécaniques de la 
paroi. Par exemple, des mutants mlo d’orge surproduisent la p-coumaroyl-hydroxyagmatine, 
une phytoalexine qui possède une activité antifongique et inhibe la formation d’haustorium in 
vivo (Von Röpenack et al. 1998). Des composés phénoliques peuvent également être liés de 
façon covalente ou « cross-linkés » dans la paroi pour restreindre le pathogène ; toutefois, on 
ne sait pas si ces composés phénoliques fonctionnent comme composés toxiques ou comme 
composés renforçant la paroi (Hahlbrock et al. 1995 ; Von Röpenack et al. 1998). Le 
renforcement chimique et mécanique de la paroi permet également à la cellule de contrecarrer 
l’avancée du pathogène. Ainsi, la lignification rend la paroi plus résistance à une pression 
mécanique exercée par un appresorium fongique (Bechinger et al. 1999). L’inhibition de la 
voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes, voie biochimique majeure pour la production de 
composés de renforcement de la paroi, entraîne une sensibilité plus prononcée vis-à-vis de 
pathogènes de l’orge, du blé ou de l’avoine (Carver et al. 1992 ; Kruger et al. 2002 ; voir 
aussi I.3). Le dépôt de callose au sein de la paroi est une autre des réponses susceptibles 
d’expliquer la résistance à la pénétration de cellules élicitées ; le traitement des feuilles 
d’Arabidopsis par flg22 conduit à d’importants dépôts de callose au sein de la paroi (Gomez-






Figure I-19 : Représentation des voies de signalisation et de transduction des signaux en 
réponse à la cryptogéine chez le tabac. (Garcia-Brugger et al. 2006).  
La perception de la cryptogéine induit une activité kinase précoce suivie d'un influx de 
calcium dans le cytosol. Cette variation de calcium cytosolique conditionne l'activation d'une 
cascade d'événements : production de H2O2 et de NO, libération de calcium des pools 
intracellulaires, phosphorylations de protéines, activation de canaux ioniques, 
dépolymérisation des microtubules, et régulation de l'expression de gènes impliqués dans la 
mise en place de la réponse biologique. 
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I.2.5 Le modèle cryptogéine/tabac 
 
 L’interaction compatible entre le tabac (Nicotiana tabacum) et Phytophthora 
parasitica var. nicotianae, la seule espèce de Phytophthora pathogène pour cette plante, 
provoque la maladie de la pourriture noire ou « black shank », responsable du pourrissement 
du pied de tabac puis de sa mort. Une interaction entre le tabac et d’autres espèces de 
Phytophthora conduit en revanche à l’apparition de nécroses foliaires et à la mise en place 
d’une SAR à spectre large, efficace également contre Phytophthora parasitica var. nicotianae 
(Bonnet et al. 1986 ; Ricci et al. 1997). Ces symptômes d’interaction incompatible peuvent 
également être obtenus par infiltration foliaire du filtrat de culture de ces oomycètes, 
suggérant la présence d’une ou plusieurs molécules à activité élicitrice. Les élicitines, petites 
protéines purifiées à partir du susbstrat sont responsables de cette activité élicitrice (Bonnet et 
al. 1986 ; Ricci et al. 1989). Les élicitines sont produites par des oomycètes, les Phytophthora 
et quelques espèces de Pythium (Panabières et al. 1997). La cryptogéine, sécrétée par 
Phytophthora cryptogea, est une petite protéine de 10kDa composée de 6 hélices α, d’un 
feuillet β et d’une boucle Ω susceptible d’être le site d’interaction de la cryptogéine avec son 
récepteur potentiel (Boissy et al. 1996). La cryptogéine est un éliciteur général, elle induit une 
HR dans divers cultivars de tabac mais aussi chez des brassicacées comme le colza et le radis 
(Bonnet et al. 1996 ; Ricci et al. 1997). L’étude intensive du modèle d’interaction tabac-
cryptogéine a permis de mettre en évidence un certain nombre d’évènements cellulaires 
précoces conduisant à l’établissement des réponses de défense dans des cultures cellulaires et 
in planta (figure I-19). 
 
I.2.5.1 Liaison cryptogéine-récepteur 
 
 Des sites de haute affinité pour la cryptogéine ont été identifiés sur la membrane 
plasmique de cellules de tabac (220 fmol.mg
-1
 de protéines de plasmalemme). La liaison de 
forte affinité (Kd=2nM) est saturable, réversible, spécifique et dépendante du pH 
(Wendehenne et al. 1995), correspondant parfaitement aux caractéristiques d’une interaction 
ligand-récepteur. La cinnamomine, la capsicéine et la parasiticéine, des élicitines provenant 
d’autres souches de Phytophthora sont également capables d’interagir avec ces mêmes sites 
de fixation, cette interaction étant essentielle pour leur fonction élicitrice (Bourque et al. 
1998). Ces sites de fixation de la cryptogéine ont été par la suite caractérisés : ils sont 
constitués de deux glycoprotéines de masse moléculaire 160 et 50kDa (Bourque et al. 1999). 
Les motifs glucidiques de ces glycoprotéines sont impliqués dans l’interaction. Par ailleurs, la 
cryptogéine (et d’autres élicitines) possède la capacité de lier des stérols, entraînant un 
changement de leur conformation (Boissy et al. 1999). Par ailleurs, les élicitines, qui 
catalysent le transport de stérol entre des membranes phospholipidiques artificielles (Mikes et 
al. 1997 et 1998), peuvent capter et transférer des stérols de différentes membranes 
biologiques (Vauthrin et al. 1999). Il a été proposé, sachant que l’activité élicitrice de la 
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cryptogéine dépendrait de sa liaison à des stérols, que c’est le complexe cryptogéine-stérol qui 
serait reconnu par des récepteurs putatifs (Osman et al. 2001) non identifiés à ce jour. 
Immédiatement après la fixation de la cryptogéine sur son récepteur putatif, une cascade de 
signalisation est mise en place (figure I-19). 
 
I.2.5.2 Evènements de dé/phosphorylation 
 
 Cette cascade de signalisation démarre par des évènements très précoces de 
phosphorylation mettant en jeu une protéine kinase non caractérisée à ce jour (Viard et al. 
1994 ; Tavernier et al. 1995 ; Lecourieux-Ouaked et al. 2000). Par ailleurs, il semblerait 
qu’une phosphatase jouerait un rôle régulateur dans la voie de signalisation induite par la 
cryptogéine (Lecourieux-Ouaked et al. 2000).  
 Le rôle des protéines kinases induites par la perception de la cryptogéine n’est pas 
restreint aux premiers évènements précoces de signalisation mais concerne également la 
phosphorylation de protéines cibles dans le cytosol et le noyau. Ainsi, il a pu être montré que 
la cryptogéine induit la phosphorylation de 19 protéines dans les 5 minutes qui suivent la 
perception (Lecourieux-Ouaked et al. 2000). Parmi les protéines kinases susceptibles de 
participer à la phosphorylation de ces protéines cibles, une SIPK (pour Salicylic acid-Induced 
Protein Kinase) et une WIPK (pour Wound-Induced Protein Kinase) sont activées de manière 
précoce par la cryptogéine (Zhang et al. 1998 et 2000 ; Lebrun-Garcia et al. 1998). Ntf4 code 
également pour une MAPK activée par la cryptogéine (Ren et al. 2006). L’activation de ces 
kinases, notamment SIPK et WIPK, dépend d’un influx prolongé de Ca2+ (Lebrun-Garcia et 
al. 1998). Le rôle de ces MAPK n’est pas clairement établi ; toutefois, il a pu être montré que 
SIPK régule le niveau de phosphorylation de WRKY1, un facteur de transcription impliqué 
dans les voies de défense et peut-être dans l’établissement de la HR (Menke et al. 2005). Il 
existe au moins 3 autres protéines kinases cytosoliques dont l’une coderait pour une CCaMK 
et donc potentiellement impliquée dans la régulation ou le décodage des signaux calciques 
générés en réponse à la cryptogéine (Lecourieux et al. 2002). Plus récemment ont pu être 
identifiées au moins 4 protéines kinases nucléaires activées en réponse à la cryptogéine 
(Dahan et al. 2009). En particulier, l’une des protéines kinase identifiées est en fait une SIPK 
nucléaire dont l’activité serait essentielle pour la mise en place de la HR (Dahan et al. 2009). 
 
I.2.5.3 Flux ioniques  
 
 La modification des flux ioniques membranaires est l’une des réponses les plus 
précoces. Immédiatement après des évènements de phosphorylation se produit une ouverture 
de canaux calciques membranaires entrainant un influx de Ca
2+
 dans la cellule (Tavernier et 
al. 1995). Ces canaux ne sont pas encore identifiés bien que le canal codé par NbTPC1, 
récemment caractérisé, pourrait expliquer une partie du signal calcique généré en réponse à la 
cryptogéine (Kadota et al. 2004). L’utilisation d’agents pharmacologiques bloquant les 
 
 
Figure I-20. Signature calcique cytosolique caractéristique de la cryptogéine dans des 
cultures cellulaires de Nicotiana plumbaginifolia. (Lecourieux et al. 2002). 
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) ou chélatant le Ca
2+
 extracellulaire (BAPTA 
ou EGTA) a permis de montrer que la quasi-totalité des évènements de signalisation 
déclenchés par la perception de la cryptogéine étaient dépendants de cet influx de Ca
2+ 
: la 
production de ROS (Tavernier et al. 1995), l’efflux d’anions (Pugin et al. 1997), l’activation 
des MAPKs (Lebrun-Garcia et al. 1998), la dépolymérisation de microtubules (Binet et al. 
2001), l’inhibition du prélèvement de glucose (Bourque et al. 2002), ou encore la production 
de NO (Lamotte et al. 2004). L’utilisation de cultures cellulaires de tabac exprimant 
l’aequorine a permis de montrer que l’influx initial de Ca2+ induisait une variation de la [Ca2+] 
cyt, responsable à son tour du relargage de Ca
2+
 depuis des pools intracellulaires (Lecourieux 
et al. 2002 et 2005). La signature calcique cytosolique caractéristique de la cryptogéine 
(figure I-20) dans des cultures cellulaires de Nicotiana plumbaginifolia comprend notamment 
après une phase de latence de quelques minutes un premier pic calcique maximal à 5 min 
suivi d’une seconde phase d’élévation de la [Ca2+] cyt bien plus prolongée dans le temps 
(Lecourieux et al. 2002). De manière très intéressante, une Ca
2+
-ATPase de type P2B a 
récemment été identifiée chez Nicotiana benthamiana (Zhu et al. 2010). Cette ACA joue un 
rôle dans la modulation de la signature calcique générée en réponse à la cryptogéine et exerce 
un contrôle partiel sur le déclenchement des réponses de défense (Zhu et al. 2010). Le Ca
2+
 
joue donc un rôle central dans la voie de signalisation induite par la cryptogéine. 
 Outre l’influx prolongé de Ca2+, d’importants efflux d’anions, en particulier NO3-, ont 
été caractérisés dans les 5 minutes suivant la perception de la cryptogéine (Pugin et al. 1997 ; 
Wendehenne et al. 2002). Cet efflux est particulièrement important pour la dépolymérisation 
de la membrane plasmique et constituerait un pré-requis pour l’induction plus tardive de la 
HR (Pugin et al. 1997 ; Wendehenne et al. 2002 ; Gauthier et al. 2007). Cet efflux d’anions 
est temporellement postérieur à l’influx de Ca2+ ; toutefois, il est postulé que cet afflux 
d’anions contribue, par la dépolarisation qu’il entraine, au prolongement de l’influx calcique 
via l’activation de canaux calciques voltage-dépendants (Gauthier et al. 2007). Il a également 
été montré que les efflux d’anions étaient essentiels pour l’induction de la HR et étaient 
impliqués dans l’expression de certains gènes associés à la mort cellulaire, y compris hrs203J 
(Wendehenne et al. 2002). Des efflux de K
+
 ont également été observés (Pugin et al. 1997). 
 
I.2.5.4 Production de ROS et de NO, inhibition du prélèvement du glucose 
 
 La production de ROS, ou burst oxydatif est un processus important des voies de 
signalisation conduisant à la défense des plantes (Lamb et Dixon 1997). En réponse à la 
cryptogéine, une production de ROS est observée dès 10 minutes, avec un pic à 30 minutes de 
traitement. Une NADPH oxydase membranaire est responsable de la réduction de l’O2 en O2- 
(Pugin et al. 1997). Elle a par la suite été identifiée comme étant codée par le gène 
NtRbohD (Simon-Plas et al. 1997 et 2002) ; cette NADPH oxydase est régulée par des petites 
protéines G membranaires de la famille des Rac et contribue à la mise en place des défenses 
(Morel et al. 2004). Il a également pu être montré qu’en réponse à la cryptogéine, des ROS 
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étaient produites dans le noyau et dans le cytoplasme de cellules de tabac BY-2, soulignant la 
complexité de la compartimentation de l’H2O2 notamment en réponse à un éliciteur. De plus, 
la production nucléaire de ROS semble être la première à être activée suggérant ainsi un rôle 
de molécule signal dans la cellule en plus du rôle toxique pour le pathogène dans l’apoplaste 
(Ashtamker et al. 2007). Par ailleurs, bien qu’il ait pu être montré que des plants de tabac 
traités à la lumière développaient une HR liée à la péroxydation des lipides par des ROS 
(Montillet et al. 2005), il semble bien que dans le modèle cryptogéine-tabac, les espèces 
réactives d’oxygène soient principalement impliquées dans des évènements de signalisation et 
non dans l’établissement de la HR ou dans d’autres réponses de défense (Ashtamker et al. 
2007 ; Lherminier et al. 2009).  
 Le NO est une autre molécule particulièrement importante dans les voies de 
signalisation conduisant à la défense des plantes (Durner et Klessig 1999). Des cellules de 
tabac élicitées par la cryptogéine répondent par une production de NO mesurable dès les 
premières minutes de l’interaction, et qui se poursuit plusieurs heures (Foissner et al. 2000 ; 
Lamotte et al. 2004). Cette production de NO est particulièrement importante pour la 
régulation des signaux calciques car elle contrôle la libération de Ca
2+
 depuis les pools 
internes (Lamotte et al. 2004). En outre, le NO plus que les ROS semble être une composante 
importante de l’induction de la HR. 
La perception de la cryptogéine induit également une baisse importante de la quantité 
de 6P-glucose cytosolique ainsi qu’une accumulation de produits glycolytiques (Pugin et al. 
1997), suggérant l’importance du métabolisme et du transport des sucres dans les réponses de 
défense.  La cryptogéine induit en fait une inhibition calcium-dépendante de l’ « uptake » en 
glucose, processus qui expliquerait en partie la mort cellulaire déclenchée par la perception de 
l’éliciteur (Bourque et al. 2002).  
 
I.2.5.5 Dynamique membranaire  
 
 Un certain nombre de protéines impliquées dans la voie de signalisation médiée par la 
cryptogéine sont localisées au niveau de la membrane plasmique, soulignant le rôle important 
de cette bicouche lipidique dans la transduction du signal de perception de l’éliciteur. Chez les 
animaux, il a pu être montré que les lipides constituant la membrane ne sont pas organisés de 
façon uniforme mais peuvent se regrouper en microdomaines de façon dynamique notamment 
sous la forme de radeaux lipidiques ou « lipid rafts » (pour revue Rietveld et Simons 1998). 
Riches en stérols et en sphingolipides, ces microdomaines sont plus rigides et mieux organisés 
que le reste de la membrane. De tels microdomaines ont été caractérisés notamment dans la 
membrane plasmique de cellules de tabac (Mongrand et al. 2004). La composition protéique 
de ces microdomaines chez le tabac révèle la présence d’un certain nombre d’acteurs de la 
voie de signalisation cryptogéine-dépendante, y compris le système responsable de la 
production de ROS (Morel et al. 2006), dont l’analyse de la distribution a pu montrer qu’elles 
étaient notamment retrouvées dans ces microdomaines (Lherminier et al. 2009). Par ailleurs, 
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des cellules de tabac traitées par la cryptogéine déclenchent en quelques minutes une 
modification de la dynamique d’association des protéines à ces domaines membranaires 
(Stanislas et al. 2009). 
 L’endocytose est un phénomène essentiel chez les eucaryotes, permettant 
l’internalisation de portions de membranes et de protéines pour leur dégradation (via des 
lysosomes) ou leur recyclage (via des endosomes) dans la membrane plasmique (Willingham 
et Pastan 1984). Chez les plantes, le processus d’endocytose est important dans les 
interactions plante-pathogène ; le récepteur de la flg22, FLS2 est internalisé après liaison à 
son ligand (Robatzek et al. 2006) et l’éliciteur fongique EIX induit l’internalisation de son 
récepteur chez la tomate (Bar et Avni 2009). Chez le tabac, la cryptogéine induit de façon 
spécifique une endocytose accrue via la formation de novo d’invaginations de la membrane 
plasmique. La cinétique d’augmentation de ces invaginations coïncide avec celle de la 
production de ROS alors que des plants antisens pour le gène NtRbohD ne déclenchent plus 
d’endocytose en réponse à la cryptogéine, suggérant un lien entre les deux évènements 
(Leborgne-Castel et al. 2008). 
  
I.2.5.6 Réponses de défense : gènes marqueurs, « Hypersensitive Response », 
« Systemic Acquired Resistance » et renforcements pariétaux  
 
 La perception de la cryptogéine induit l’expression de gènes marqueurs des réactions 
de défense. Parmi ceux-ci, le gène hsr203J, caractérisé chez le tabac comme étant 
précocément induit en réponse à P. syringae et constituant un marqueur de la HR (Pontier et 
al. 1994), est fortement activé dans des cultures cellulaires de tabac élicitées par la 
cryptogéine (Lecourieux et al. 2002). Ces résultats sont en accord avec le fait que ces mêmes 
cellules subissent une PCD marquée dès 8 heures de traitement ; l’expression d’hsr203J et la 
HR induite sont deux évènements Ca
2+
-dépendants qui sont inhibés par le blocage de l’influx 
calcique par du La
3+
 (Lecourieux et al. 2002). Le gène PAL (pour Phénylalanine Ammonia-
Lyase) est un autre gène typiquement induit dans le cadre d’interactions plantes-pathogènes 
(Edwards et al. 1985 ; Pellegrini et al. 1994) ; la cryptogéine active son expression de manière 
importante (Lecourieux et al. 2002).  
 La perception de la cryptogéine conduit également à l’établissement d’une SAR 
(Keller et al. 1996a). Bien que les mécanismes de son activation soient méconnus, il a été 
montré que l’acide salicylique (SA) jouerait un rôle important dans la mesure où des plants de 
tabac surexprimant le gène NahG (codant une enzyme métabolisant le SA) sont incapables 
d’induire une SAR en réponse à la cryptogéine (Keller et al. 1996b). 
 Par ailleurs, la HR induite chez le tabac par la cryptogéine est un mécanisme complexe 
sous la dépendance d’un certain nombre d’évènements de signalisation comprenant l’influx 
initial de Ca
2+
 mais également la production de NO, la dépolymérisation de microtubules 
(Binet et al. 2001) ainsi que l’apparition d’une plasmolyse dès les premières heures de 
l’interaction (Gauthier et al. 2007). 
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 Enfin, il a été démontré dans des cultures cellulaires de Nicotiana tabacum qu’un 
traitement à la cryptogéine entrainait une altération de la paroi cellulaire due notamment à une 
réorganisation des couches de pectine de la lamelle moyenne (Kieffer et al. 2000). Ces 
modifications pariétales induisent en particulier une moindre digestibilité de la paroi, 







Figure I-21 : Principales voies de biosynthèse issues du métabolisme général des 
phénylpropanoïdes. (Vogt et al. 2010). 
  
Chapitre I. INTRODUCTION GENERALE 
42 
 
I.3 LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES PHENYLPROPANOIDES, ROLE DANS LA 
DEFENSE. 
I.3.1 Métabolisme général des phénylpropanoïdes 
 
Le métabolisme des phénylpropanoïdes est une voie de biosynthèse spécifique des 
végétaux. Elle permet la synthèse d’un grand nombre de métabolites secondaires qui 
contribuent à tous les aspects de la vie d’une plante, particulièrement dans les réponses 
adaptatives mises en place suite à la perception de stimuli biotiques. La nature et la diversité 
des métabolites produits peuvent varier considérablement selon les espèces végétales. La 
grande majorité de ces composés dérive de la modification efficace d’un nombre peu élevé de 
squelettes chimiques de base (têtes de série) dérivés de la voie du shikimate (Herrmann 1995). 
Les lyases d’acides aminés aromatiques relient les pools de phénylalanine et de tyrosine à des 
voies de biosynthèse auparavant définies comme appartenant au métabolisme secondaire. 
Toutefois, au vu de l’importance de ce métabolisme pour la survie de la plante, la démarcation 
métabolisme primaire/secondaire devient obsolète (Hartmann 2007). L’acide t-cinnamique est 
le premier phénylpropane (C6C3, un noyau aromatique et une chaîne latérale à 3 carbones) 
synthétisé à partir de la phénylalanine via l’activité de la Phénylalanine Ammonia-Lyase 
(PAL). La PAL est l’enzyme constituant le point d’entrée principal dans la voie de 
biosynthèse des phénylpropanoïdes. Deux étapes enzymatiques supplémentaires, catalysées 
par la Cinnamate 4-Hydroxylase (C4H) et la 4-coumarate CoA Ligase (4CL), permettent la 
biosynthèse du p-coumaroyl CoA, un composé central à partir duquel vont être synthétisées 
différentes familles de composés phénoliques via des voies de biosynthèse spécifiques (figure 
I-21).  
La plasticité de ces voies de biosynthèse est assurée par différentes familles d’enzymes 
comprenant des oxygénases, des ligases, des oxydoréductases et un grand nombre de 
transférases (Vogt 2010). Cette diversité se retrouve également dans les fonctions biologiques 
de ces composés impliqués dans beaucoup d’aspects du développement (lignification, 
pigmentation, fertilité ou signalisation ; pour revue Hahlbrock et Scheel 1989 ; Baucher et al. 
1998 ; Dudareva et al. 2004) mais aussi dans les relations symbiotiques (Mandal et al. 2010), 
la protection contre les stress abiotiques et surtout dans les réponses de défense (Dixon et 
Paiva 1995 ; La Camera et al. 2004). 
En effet, les plantes sont capables d’élaborer un grand nombre de métabolites 
secondaires capables de conférer un avantage à la plante contre les attaques pathogènes 
(Dixon 2001 ; Dixon et al. 2002 ; Bednarek et Osbourn 2009). Parmi les processus cellulaires  
impliqués dans la production de métabolites secondaires de défense, la plupart des plantes 
sont capables (i) de réduire des acides hydroxycinnamiques en alcools (monolignols) qui 
seront dimérisés (lignanes) ou polymérisés dans la paroi cellulaire (lignine), (ii) d’estérifier 
des acides hydroxycinnamiques à des acides organiques (acide chlorogénique notamment) ou 
à des polysaccharides pariétaux (esters d’acide férulique), (iii) de lier des acides 
hydroxycinnamiques à des amines (phénolamines), (iv) de synthétiser des composés 
 
 
Figure I-22 : Voie du shikimate conduisant à la biosynthèse des acides aminés 







Figure I-23 : Réaction enzymatique catalysée par la Phénylalanine Ammonia-Lyase 
(PAL). (http://www.genome.jp/kegg/). 
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phénoliques volatils, (v) d’allonger la chaîne à 3 carbones des phénylpropanes pour produire 
des structures en C15 (flavonoïdes et stilbènes), (vi) et enfin de cycliser des acides 
hydroxycinnamiques sur la chaîne latérale à 3 carbones pour obtenir des coumarines.  
  
I.3.1.1 Voie du shikimate 
 
 La voie du shikimate, spécifique des bactéries et des plantes, assure la biosynthèse des 
acides aminés aromatiques : la tyrosine, le tryptophane et la phénylalanine. Ces acides aminés 
essentiels à la synthèse protéique sont aussi les précurseurs chez les plantes des voies de 
biosynthèse de nombreux métabolites secondaires indoliques ou aromatiques (figure I-22). La 
voie du shikimate démarre par la condensation du phosphoénolpyruvate et de l’érythrose-4-
phosphate (deux composés issus du métabolisme primaire) en shikimate. Une succession 
d’étapes enzymatiques permet de produire le chorismate à partir duquel seront synthétisés, via 
3 voies différentes, les 3 acides aminés aromatiques. Le tryptophane est le précurseur de 
nombreux composés (auxine, alcaloïdes indoliques, camalexine…) alors que la tyrosine est à 
la base de la synthèse de certains alcaloïdes et que la phénylalanine est le substrat de la 
première enzyme de la voie des phénylpropanoïdes.  
 Parmi les métabolites secondaires qui seront synthétisés à partir de ces acides aminés, 
un certain nombre sont essentiels aux réponses de défense des plantes. La voie du shikimate 
participe à ces réponses, non seulement via la synthèse des précurseurs de composés 
antimicrobiens ou de matériaux de renforcement de la paroi mais également en tant que 
déterminant de la défense. Il a ainsi pu être montré que la chorismate synthase, l’anthranilate 
synthase et la chorismate mutase avaient une influence importante sur la pénétration de 
Blumeria graminis f. sp. hordei, un champignon pathogène de l’orge (Hu et al. 2009). 
De plus, le shikimate permet la synthèse de quinate ou acide quinique. Ce composé peut être 
transformé en acide chlorogénique (par condensation avec de l’acide caféique), un composé 
essentiel de la défense des plantes face aux attaques biotiques (Matsuda et al. 2005 ; Leiss et 
al. 2009). 
 
I.3.1.2 Synthèse du p-coumaroyl CoA 
I.3.1.2.1 Phényalanine Ammonia-Lyase (PAL) 
 
 La PAL joue un role crucial à l’interface entre le métabolisme primaire et le 
métabolisme secondaire en catalysant la déamination de la L-phénylalanine pour former de 
l’acide t-cinnamique (figure I-23), le squelette carbonné de base des phénylpropanes 
synthétisés au sein de la voie des phénylpropanoïdes. Les propriétés, l’expression, la 
régulation et la distribution cellulaire de la PAL ont été étudiées de façon intensive. Les gènes 
PAL ont ainsi été clonés chez de nombreuses espèces gymnospermes et angiospermes 
(Baucher et al. 1998). La PAL est une isoenzyme homo- ou hétérotétramérique (Reichert et 
al. 2009) dont les sous-unités sont codées par de petites familes multigéniques de 1 à 5 
 
 











Figure I-25 : Réaction enzymatique catalysée par la 4-Coumarate CoA Ligase. 
(http://www.genome.jp/kegg/). 
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membres (Appert et al. 1994 ; Logemann et al. 1995 ; Reichert et al. 2009). La variété des 
protéines produites est supposée permettre la spécificité de réponse de la voie. Chez le 
haricot, les trois gènes codant la PAL sont activés par la blessure alors que seules les PAL1 et 
3 sont activées en réponse à une infection fongique (Liang et al. 1989). Très souvent, deux 
isoformes de PAL coexistent, l’une étant importante pour la production de lignine au cours du 
développement, l’autre permettant la synthèse de tannins condensés essentiels pour les 
réponses de défense (Taguchi et al. 1998 ; Kao et al. 2002). Chez le tabac, 4 copies du gène 
PAL coexistent, ells appartiennent à 2 sous-familles de 2 membres chacunes (Fukasawa-
Akada et al. 1996 ; Reichert et al. 2009). Le gène PAL est régulé au niveau transcriptionnel et 
post-transcriptionnel alors que la formation de métabolons est supposée jouer un rôle majeur 
dans le contrôle des flux métaboliques médiés par cette enzyme (Winkel 2004). Il a 
notamment été montré chez le tabac que la PAL1 était colocalisée avec la C4H au niveau de 
la membrane plasmique alors que PAL2 restait cytoplasmique (Rasmussen et Dixon 1999 ; 
Achnine et al. 2004). L’inhibition de la PAL perturbe la production de SA déclenchée en 
réponse à Peronospora parasitica chez Arabidopsis (Mauch-Mani et Slusarenko 1996) alors 
que chez le tabac, une telle inhibition conduit à une susceptibilité accrue vis-à-vis du TMV 
(Tobacco Mozaïc Virus) et de Cercospora nicotianae (Maher et al. 1994 ; Pallas et al. 1996). 
Au niveau métabolique, les changements de susceptibilité s’accompagnent d’une diminution 
d’acide chlorogénique et de rutine dans les feuilles (Korth et al. 2001). 
 
I.3.1.2.2 Cinnamate 4-Hydroxylase (C4H) 
 
 La C4H hydroxyle en position 4 du cycle aromatique l’acide t-cinnamique en acide p-
coumarique (Russell et Conn 1967 ; Russell 1971 ; figure I-24). Cette enzyme, une 
monooxygénase à cytochrome P450, contrôle également une grande partie du flux 
métabolique conduisant à la synthèse des phénylpropanoïdes (Lewis et Anterola 2002). Elle 
possède une partie N-terminale hydrophobe permettant un ancrage à la membrane, de fait, la 
C4H est une enzyme exclusivement microsomale (Pierrel et al. 1994 ; Ro et al. 2001 ; 
Achnine et al. 2004). Les gènes codant la C4H ont pu être clonés chez de nombreuses espèces 
(notamment Farhendorf et Dixon 1993 ; Hotze et al. 1995 ; Mizutani et al. 1997 ; Nedelkina 
et al. 1999 ; Luo et al. 2001 ; Ro et al. 2001). Il existe deux classes distinctes de C4H et la 
plupart des plantes possèdent une isoforme pour chaque classe I et II, les solanacées en 
particulier (Ehlting et al. 2006). Toutefois, certaines espèces, Arabidopsis par exemple, ne 
disposent que de la classe I (Costa et al. 2003). Chez le tabac, de la même manière que pour la 
PAL, on observe une expression différentielle des deux gènes codant pour les C4H. Ainsi la 
C4H de classe I est induite par la blessure alors que la C4H de classe II s’exprime dans les 
tissus vasculaires, suggérant une spécificité de réponse pour les deux isoformes (Blee et al. 
2001). Des tabacs transgéniques dont l’expression de la C4H est réprimée montrent une 
réduction de 60 à 70% de la quantité de lignine (Blount et al. 2000 ; Blee et al. 2001) mais 
également une accumulation bien moins importante d’acide chlorogénique et de rutine dans 
 
 
Figure I-26 : Vue générale du métabolisme des monolignols et lignines. (Hoffmann et al. 
2004). 
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les feuilles transformées (Blount et al. 2000). D’autre part, il a pu être montré que la 
surexpression de la C4H chez le tabac conduisait à une élevation de la concentration foliaire 
en acide chlorogénique ainsi qu’à une importante augmentation de l’incorporation pariétale de 
dérivés d’acide p-coumarique (Blount et al. 2000). Ces résultats soulignent le rôle de la C4H 
comme enzyme pivot des défenses de plantes via des mécanismes de renforcement pariétal ou 
de toxification de l’apoplaste. 
 
I.3.1.2.3 4-Coumarate CoA Ligase (4CL) 
 
 La 4CL catalyse la formation ATP-dépendante d’esters de CoA, principalement le p-
coumaroyl CoA, à partir d’acides hydroxycinnamiques (figure I-25). La 4CL a pu être clonée 
chez de nombreuses plantes où elle est présente en petites familles multigéniques divisées en 
deux classes fonctionnelles (Knobloch et Hahlbrock 1975 ; Lee et Douglas 1996 ; Allina et al. 
1998 ; Ehlting et al. 1999 ; Lindermayr et al. 2002). Chez la plupart des plantes étudiées, les 
analyses biochimiques effectuées sur les isoformes de 4CL ont permis de montrer des 
spécificités de substrat différentes, bien que le p-coumarate soit le substrat préférentiel, 
expliquant le nom générique de l’enzyme (Knobloch et Hahlbrock 1975 ; Lee et Douglas 
1996 ; Hu et al. 1998 ; Ehlting et al. 1999 ; Lindermayr et al. 2002). La mutation d’un seul 
acide aminé sur la séquence protéique modifie la spécificité de substrat, expliquant ainsi la 
large diversité de substrat de l’enzyme (Lindermayr et al. 2003). De même que pour 
Arabidopsis (Ehlting et al. 1999), deux classes de 4CL coexistent chez le tabac, chacune 
d’entre elles étant caractérisée par sa spécificité de réponse selon le stade de développement 
ou le stimulus perçu (Lee et Douglas 1996). Chez le tabac, l’activité 4CL est détectée de 
façon constitutive dans le xylème mais est également stimulée par la blessure, les Aaglucan 
(pour β-1,3-, β-1,6-glucan oligosaccharides) ou encore le MJ (Lee et Douglas 1996 ; Ellard-
Ivey et Douglas 1996 ; Galis et al. 2006 ; Shinya et al. 2007). La 4CL, en produisant le 4-
coumaroyl CoA, composé central des voies de biosynthèse des métabolites secondaires, est 
considérée comme une enzyme déterminante à la fois pour le développement de la plante 
mais également pour son adaptation à l’environnement biotique ou abiotique. Elle est la cible 
de stratégies visant à découvrir de nouvelles molécules capables d’inhiber son activité 
enzymatique et donc de perturber le développement et la croissance de la plante (Yun et al. 
2006 et 2007).  
 
I.3.2 Métabolismes dérivés du p-coumaroyl CoA 
I.3.2.1 Biosynthèse des monolignols et lignines  
 
 La biosynthèse des monolignols et la polymérisation de ces monolignols en lignines 
(figure I-26) permet d’assurer un certain nombre de fonctions essentielles à la plante, 
notamment l’imperméabilisation des cellules conductrices de sève (Jones et al. 2001), 
le maintien du port dressé de la plante (Jones et al. 2001) et la protection contre des attaques 
 
 
Figure I-27 : Réaction enzymatique catalysée par la p-Coumarate 3-Hydroxylase. 
 La C3H peut également accepter des esters de quinate comme substrat, permettant la 







Figure I-28 : Réaction enzymatique catalysée par l’Hydroxycinnamoyl-CoA 
shikimate/quinate hydroxyCinnamoylTransférase.  
L’HCT peut également accepter le caféoyl-CoA, le féruloyl-CoA et le sinapoyl-CoA comme 
donneur acyl et l’acide quinique comme accepteur. (http://www.genome.jp/kegg/). 
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biotiques par renforcement de la barrière physique (Franke et al. 2002b). Les monolignols 
sont des monomères d’alcool p-hydroxycinnamiques appelés alcool p-hydroxycoumarylique, 
alcool coniférylique et alcool sinapylique. La polymérisation oxydative de ces monolignols 
conduit à la formation de polymère de lignine. Les monolignols sont synthétisés à partir de p-
coumaroyl CoA ; les deux dernières étapes de leur synthèse passent par deux enzymes 
particulièrement bien étudiées au laboratoire : la Cinnamoyl CoA Réductase (CCR) et 
l’Alcool Cinnamylique Déshydrogénase (CAD) qui réduisent successivement les esters de 
CoA en aldéhydes puis en alcools. Le degré de méthoxylation des monomères dépend des 
actions successives des hydrolases, notamment la Coumarate-3-Hydroxylase (C3H) et la 
Férulate-5-Hydroxylase (F5H), et des O-méthyltransférases comme l’acide Caféique/acide 5-
hydroxyférulique 3-O-MéthylTransférase (COMT) ou la Caféoyl-CoA 3-O-
MéthylTransférase (CCoAOMT). 
 Les monolignols qui sont des composés toxiques ne sont pas accumulés dans la 
cellule. Synthétisés au niveau du Golgi, ils sont rapidement transportés vers la paroi pour y 
être polymérisés. La polymérisation implique probablement l’action combinée des 
peroxydases, des laccases, des polyphénols oxydases ou encore des alcools coniférylique 
oxydases (Boerjan et al. 2003).  
 
I.3.2.1.1 Hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxy Cinnamoyl 
Transférase (HCT) et Coumarate-3-Hydroxylase (C3H) 
 
 Bien que les acides hydroxycinnamiques libres soient des intermédiaires clés dans la 
voie de biosynthèse des monolignols, il est maintenant clairement établi qu’un certain nombre 
de conversions enzymatiques peuvent intervenir au niveau d’esters, d’aldéhydes ou d’alcool 
hydroxycinnamiques. Il a notamment été montré que l’hydroxylation en position 3 du noyau 
aromatique était catalysée par la p-Coumarate 3-Hydroxylase (C3H), une cytochrome P450 à 
activité monooxygénase, dont le susbrat préférentiel est constitué par le p-coumarate estérifié 
par du shikimate ou du quinate (Schoch et al. 2001 ; Franke et al. 2002a et b ; Sullivan et 
Zarnowski 2010 ; figure I-27). Bien que cette étape d’hydroxylation en position 3 des esters 
de p-coumarate ait été observée il y a 25 ans (Heller et Kuhnl 1985 ; Kuhnl et al. 1987), 
l’enzyme permettant la synthèse de ces esters n’a été cloné que récemment. Il s’agit de l’ 
Hydroxycinnamoyl-CoA shikimate/quinate hydroxyCinnamoylTransférase (HCT), une acyl-
transférase qui utilise le p-coumaroyl CoA comme donneur acyl et l’acide shikimique ou 
l’acide quinique comme accepteur (Hoffmann et al. 2003) pour former les esters (figure I-28). 
De plus, cette acyl transférase est également capable de catalyser la réaction inverse à partir 
des esters hydroxylés en position 3 pour produire du caffeoyl CoA. Ce couple d’enzyme HCT 
et C3H permet donc la synthèse de caffeoyl CoA à partir de p-coumaroyl CoA via 3 étapes 
enzymatiques successives (figure I-26).  
 Des études d’immunolocalisation et de quantification de transcrits ont permis d’établir 













Figure I-29 : Réaction enzymatique catalysée par la CaféoylCoA -O-MéthylTransférase.  
La CCoAOMT est également capable d’utiliser le 5-hydroxyféruloyl-CoA comme substrat. 
(http://www.genome.jp/kegg/). 
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dans la tige d’Arabidopsis (Schoch et al. 2001). Un mutant d’Arabidopsis affecté dans le gène 
C3H, ref8, est affecté de manière importante dans le métabolisme des phénylpropanoïdes. En 
particulier, il accumule des esters de p-coumarate plutôt que du sinapoylmalate alors que les 
lignines synthétisées par ref8 sont principalement formées de monomères d’alcools de type p-
coumaroyl, une forme normalement mineure dans la composition des polymères ligneux 
(Franke et al. 2002b). Ce phénotype est également retrouvé chez des plants de luzerne qui 
sous-expriment la C3H (Ralph et al. 2006). Par ailleurs, l’expression de la C3H est largement 
activée par la blessure chez Arabidopsis (Schoch et al. 2001 ; Nair et al. 2002) alors que le 
mutant ref8 est plus sensible à la colonisation fongique que des plants sauvages (Franke et al. 
2002b).  
 L’expression de la HCT est particulièrement importante dans tous les tissus lignifiés 
de plants de tabac (Hoffmann et al. 2004). Elle est également activée légèrement en réponse à 
la blessure et très fortement dans le cadre de la HR développée en réponse au TMV chez le 
tabac (Besseau 2007). L’activité enzymatique de l’HCT est également fortement augmentée 
en réponse au TMV, suggérant un rôle de cette enzyme dans les voies de défense dépendant 
de la biosynthèse des phénylpropanoïdes. Ce rôle pourrait notamment comprendre la synthèse 
d’acide chlorogénique, métabolite secondaire clé dans les réponses aux attaques biotiques. 
 
I.3.2.1.2 Caféoyl-CoA 3-O-MéthylTransférase (CCoAOMT) 
 
 La CCoAOMT catalyse la méthylation en position 3 du cycle aromatique du caféoyl-
CoA pour donner le féruloyl-CoA (figure I-29). Elle permet d’effectuer une O-méthylation 
sur un grand nombre de susbtrats de métabolites secondaires chez les plantes. La CCoAOMT 
utilise la S-adénosyl L-méthionine (SAM) comme donneur de méthyle ; les substrats 
préférentiels de cette enzyme sont les caféoyl-CoA et le 5-hydroxyféruloyl-CoA chez le tabac, 
la luzerne, le pin, le lin ou encore le peuplier (Inoue et al. 1998 ; Martz et al. 1998 ; Meng et 
Campbell 1998 ; Li et al. 1999 ; Maury et al. 1999 ; Parvathi et al. 2001 ; Day et al. 2009). Il 
a été montré que la CCoAOMT forme un homodimère via son extrémité N-ter (Ferrer et al. 
2005).  
 La CCoAOMT est codée par des familles multigéniques chez Arabidopsis (Zou et 
Taylor 1994), le peuplier (Chen et al. 2000) ou encore le tabac (Martz et al. 1998). Chez le 
tabac, 3 classes de CCoAOMT ont été identifiées (Maury et al. 1999, Pinçon et al. 2001), 
regroupant au moins 6 membres. La CCoAOMT s’exprime dans le cadre du développement 
de la plante (notamment Martz et al. 1998 ; Grimmig et al. 1999). Toutefois, elle a tout 
d’abord été identifiée comme une enzyme de défense participant au renforcement pariétal 
dans le cadre d’interactions plantes pathogènes ou en réponse à une blessure (Kuhnl et al. 
1987 ; Kneusel et al. 1989 ; Pakusch et al. 1989 ; Schmitt et al. 1991 ; Grimmig et Matern 
1997 ; Martz et al. 1998 ; Grimmig et al. 1999 ; Chen et al. 2000). Il a notamment été montré 
par des approches de RNAi que le gène CCoAOMT participait à la résistance du blé contre 
une attaque fongique de Blumeria graminis (Bhuyian et al. 2009). Par ailleurs, la CCoAOMT 
 
 
Figure I-30 : Réaction enzymatique catalysée par l’acide caféique/acide 5-








Figure I-31 : Réaction enzymatique catalysée par la Férulate 5-Hydroxylase.  
L’hydroxylation peut également être réalisée sur l’alcool coniférylique. 
(http://www.genome.jp/kegg/).  
Chapitre I. INTRODUCTION GENERALE 
48 
 
participe chez Arabidopsis à la synthèse de la scopolétine (Kai et al. 2008), une coumarine 
potentiellement impliquée dans les réponses de défense chez le tabac (Chong et al. 2002 ; 
Gachon et al. 2004). Ces résultats suggèrent un rôle important de cette enzyme lors des 
intéractions plantes-microorganismes. Elle pourrait etre impliquée dans le renforcement de la 
paroi via la production de lignines défensives à base d’unités G ou S et dans la production de 
métabolites secondaires à activité antifongique comme la scopolétine. 
 
I.3.2.1.3 acide Caféique/acide 5-hydroxyférulique 3-O-
MéthylTransférase (COMT) 
 
 La COMT catalyse la seconde étape de méthylation en position 5 du cycle aromatique 
des phénylpropanoïdes (figure I-30). C’est une enzyme de la famille des O-
méthyltransférases, distincte de la CCoAOMT. Les substrats préférentiels de la COMT sont le 
5-hydroxyconiféraldéhyde et l’alcool 5-hydroxyconiférylique (Humphreys et al. 1999 ; Li et 
al. 1999 ; Maury et al. 1999 ; Osakabe et al. 1999 ; Chen et al. 2001). Ces résultats ont été 
confirmés in vivo : la COMT méthyle préférentiellement les formes aldéhyde et alcool et non 
pas les acides hydroxycinnamiques (Chen et al. 1999 ; Parvathi et al. 2001 ; Yamauchi et al. 
2003).  
 Trois isoformes de COMT ont été identifiées chez le tabac (Legrand et al. 1976 ; 
Collendavelloo et al. 1983) et ont été regroupées en deux classes : les COMT I et II. La 
COMT de classe I s’exprime de manière constitutive dans les tissus vasculaires de 
nombreuses plantes où elle est plutôt associée aux processus de lignification (notamment 
Bugos et al. 1991 ; Van Doorsselaere et al. 1993 ; Inoue et al. 1998) bien qu’elle soit 
également activée en réponse à des éliciteurs chez la luzerne (Dalkin et al. 1990 ; Gowri et al. 
1991) et le maïs (Capellades et al. 1996) ou en réponse au TMV chez le tabac (Legrand et al. 
1978). En revanche, la COMT de classe II semble s’exprimer spécifiquement dans les tissus 
racinaires et lors des réactions de défense chez le tabac (Toquin et al. 2003). Les deux classes 
de COMT semblent donc être associées à des processus physiologiques spécifiques. 
 Il a été montré plus récemment que des plants d’Arabidopsis dont l’activité COMT I a 
été drastiquement réduite étaient beaucoup plus sensibles à des attaques bactériennes et 
fongiques (Quentin et al. 2009). Les mutants comt1 accumulent du 2-O-5hydroxyferuloyl-L-
malate, un composé capable de stimuler la reproduction sexuée de l’oomycète 
Hyaloperonospora arabidopsidis, soulignant le rôle de la COMT dans certaines interactions 
plantes-microorganismes.  
 
I.3.2.1.4 Férulate 5-Hydroxylase (F5H) 
 
 La F5H catalyse l’hydroxylation en position 5 du cycle aromatique des 
phénylpropanoïdes (figure I-31). La F5H est un cytochrome P450 à activité monooxygénase 






















Figure I-32 : Réaction enzymatique catalysée par la Cinnamoyl-CoA Reductase.  
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d’abord détectée dans le xylème de peuplier (Grand 1984). Le substrat préférentiel de la F5H 
est le coniféraldéhyde (Humphreys et al. 1999 ; Osakabe et al. 1999), bien que 
l’hydroxylation puisse également se dérouler sur l’alcool coniférylique (Chen et al. 1999 ; 
Humphreys et al. 1999 ; Matsui et al. 2000 ; Parvathi et al. 2001 ; Yamauchi et al. 2003). 
 La F5H est active dans les tiges, les racines et les feuilles (Nair et al. 2000). Un mutant 
d’Arabidopsis déficient pour l’expression du gène F5H, fah1, a été caractérisé par l’absence 
de sinapoylmalate (Chapple et al. 1992). La composition de la lignine de ce mutant se 
caractérise par une prévalence des unités G et une déficience en unités S (Marita et al. 1999). 
Des résultats similaires ont été observés chez la luzerne (Reddy et al. 2005), démontrant 
l’implication de la F5H dans la formation des dérivés sinapiques de plantes. Une étude a 
récemment montré que les lycophytes étaient, en plus des angiospermes, capables de 
synthétiser des lignines de type syringyl via une activité de type F5H (Weng et al. 2008). La 
surexpression dans Arabidopsis de cette F5H isolée chez Selaginella modifie fortement le 
métabolisme des phénylpropanoïdes, conduisant à une composition de lignine inhabituelle 
(Weng et al. 2010). En fait, la surexpression de SmF5H dans Arabidopsis mime l’activité de 
la HCT et de la C3H en catalysant la conversion du p-coumaraldéhyde ou de l’alcool p-
coumarylique en caféoyl aldéhyde ou en alcool cafféique (Li et al. 2010). 
 La F5H est également induite par la blessure ainsi que par des traitements éthylène et 
H2O2 (Kim et al. 2006). Malgré tout, son rôle potentiel dans les réponses de défense est 
relativement méconnu à ce jour. 
 
I.3.2.1.5 Cinnamoyl CoA Réductase (CCR) 
 
 La CCR catalyse la réduction des esters de CoA en leur aldéhyde correspondant 
(figure I-32). Plusieurs études enzymatiques ont montré que la CCR chez les angiospermes 
acceptait tous les esters de CoA comme substrat, avec une nette préférence pour le féruloyl-
CoA (Wengenmayer et al. 1976 ; Goffner et al. 1994 ; Lauvergeat et al. 2001 ; Baltas et al. 
2005 ; Ma et Tian 2005). La CCR est une enzyme monomérique (Sarni et al. 1984 ; Goffner 
et al. 1994) dont l’ADNc a été cloné pour la première fois en 1997 chez l’Eucalyptus 
(Lacombe et al, 1997) à partir d’une banque de xylème. Elle a depuis été clonée chez de 
nombreuses espèces. Chez certaines, comme le tabac, il ne semble y avoir qu’un seul gène 
(Lacombe et al, 2000, O’Connell et al. 2002 ; Li et al. 2005). En revanche, chez d’autres 
espèces, on a pu mettre en évidence deux gènes CCR. Ainsi chez Arabidopsis, deux isoformes 
ont été caractérisées qui diffèrent notamment par leur profil d’expression (Jones et al. 2001 ; 
Lauvergeat et al. 2001). La CCR1 est impliquée dans la biosynthèse des lignines au cours du 
développement alors que la CCR2 est fortement induite lors d’une interaction incompatible 
avec Xanthomonas campestris (Lauvergeat et al. 2001). Une telle situation se retrouve 
également chez le panic érigé, une espèce de céréale sauvage (Escamilla-Trevino et al. 2010). 
Par ailleurs, la CCR est induite par des éliciteurs chez le lin (Hano et al. 2006) et le riz 
 
 
Figure I-33 : Réaction enzymatique catalysée par l’Alcool Cinnamylique 
Déshydrogénase.  (http://www.genome.jp/kegg/). 
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(Kawasaki et al. 2006), suggérant une implication possible de cette enzyme dans la 
biosynthèse de composés de défense 
Des constructions antisens permettant la sous-expression de la CCR chez le tabac ont permis 
de montrer une accumulation plus importante de phénols liés aux parois, y compris de la 
féruloyl-tyramine, de l’acide sinapique et de l’acide férulique (Piquemal et al. 1998 ; Ralph et 
al. 1998 ; O’Connell et al. 2002).  
 
I.3.2.1.6 Alcool Cinnamylique Déshydrogénase (CAD) et CAD-like 
 
 La CAD permet la transformation NADPH- et Zn
2+
-dépendante des 
hydroxycinnamaldéhydes en leurs alcools correspondants (figure I-33). Deux isoformes très 
différentes par leurs séquences et leurs structures mais possédant des activités enzymatiques 
semblables ont été identifiées tout d’abord chez l’Eucalyptus (Goffner et al. 1992) puis chez 
la plupart des espèces d’angiospermes. L’isoforme CAD2 (par référence à la nomenclature 
établie chez l’Eucalyptus) est une alcool deshydrogénase à longue chaine et à zinc qui a été 
clonée en parallèle chez le tabac (Halpin et al. 1992) et chez l’Eucalyptus (Grima-Pettenati et 
al, 1993 ; Feuillet et al. 1993). C’est une enzyme homo- ou hétéro-dimérique qui accepte les 3 
hydroxycinnamaldéhydes comme substrats.  
L’isoforme de type CAD1 de type « short chain dehydrogenase » a été identifiée chez 
l’eucalyptus et le tabac (Goffner et al. 1992 et 1998, Damiani et al. 2005) et constitue une 
enzyme monomérique acceptant le coniféraldéhyde comme meilleur substrat. 
La CAD2 est codée par de petites familles multigéniques chez les angiospermes 
(Boudet et al. 2004). Le génome d’Arabidopsis comprend 9 gènes codant pour des protéines 
CAD-like, ces gènes étant distribués en 4 classes différentes (Sibout et al. 2003 ; Kim et al. 
2004). Sur ces 9 CADs putatives, la CAD-C et la CAD-D (AtCAD4 et 5) semblent être les 
CAD bona fide impliquées dans le métabolisme des phénylpropanoïdes et fortement 
homologues aux CADs typiques dont l’activité enzymatique a pu être prouvée (EgCAD2 ; 
Grima-Pettenati et al. 1993). Des doubles mutants cad-C/cad-D ont été caractérisés et 
montrent un phénotype très sévère : une réduction de 40% du contenu en lignines de la tige et 
une réduction de 94% du contenu en alcool coniferylique et sinapylique (Sibout et al. 2003 et 
2005). De manière très intéressante, il a pu être montré récemment que les gènes CAD-C et 
CAD-D constituaient des composants essentiels de la défense des plantes face à des souches 
virulentes et avirulentes de P. syringae (Tronchet el al. 2010), possiblement via des processus 
SA-dépendants. En effet, l’expression des gènes CAD-C et surtout CAD-D est activée en 
réponse à P. syringae et les mutants cad-C, cad-D et particulièrement cad-C/cad-D sont 
fortement sensibles à ce pathogène. 
Un second groupe de CAD chez Arabidopsis comprend AtCAD1, AtCAD6 et AtCAD9, des 
enzymes qui ne possèdent pas d’activité CAD caractéristique et qui semblent former une sous 
famille de CAD-like (nommées également ELI chez le persil et le peuplier) impliquées dans 
les interactions plantes-pathogènes. AtCAD1 est activée par P. syringae (Tronchet et al. 
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2010) alors qu’IbCAD1 et ELI-3 sont des protéines CAD-like fortement homologues à CAD1 
qui ont été identifiées dans le cadre de réponses de défense chez la patate douce (Kim et al. 
2010) et le persil (Schmelzer et al. 1989). La diversité des CAD tant dans leurs activités 
enzymatiques que dans leurs spécificités de réponse indique qu’elles sont impliquées non 
seulement dans les processus développementaux mais également dans la synthèse d’une 
lignine de défense différente de la lignine classique. Ainsi, il a été montré que les unités 
syringyl sont préférentiellement polymérisées durant la HR chez le blé (Menden et al. 2007) 
alors que des cellules de lin élicitées par Fusarium oxysporum induisent une activité CAD 
sinapaldéhyde-dépendante (Hano et al. 2006). 
 
I.3.2.2 Dérivés d’acides hydroxycinnamiques 
 
 En fonction des espèces et selon l’environnement de la plante, une partie des dérivés 
hydroxycinnamiques produits dans la plante peuvent s’accumuler dans la cellule sous forme 
d’acide chlorogénique ou de sinapoylmalate ou encore être directement estérifiés dans la paroi 
sans passer par des transformations conduisant à la synthèse de lignines. 
 
I.3.2.2.1 Les dérivés solubles 
 
 L’acide chlorogénique, ou acide 5-O-caféoyl quinique, est la forme combinée la plus 
répandue de l’acide caféique dans la nature. Au moins 3 autres isomères existent selon la 
fonction alcool de l’acide quinique qui est estérifiée par l’acide caféique. La synthèse de 
l’acide chlorogénique est initiée via au moins 3 voies différentes. Dans la première voie, 
l’hydroxycinnamoyl-CoA : quinate hydroxycinnamoyl transferase (HQT) catalyse la 
formation d’acide chlorogénique depuis le caféoyl-CoA et l’acide quinique (Niggeweg et al. 
2004 ; Mahesh et al. 2007). La seconde voie est basée sur la synthèse de p-coumaroylquinate 
par l’HCT, suivie d’une hydroxylation par la C3H (voir aussi paragraphe I.3.2.1.1 ; Hoffmann 
et al. 2003). Les formes glucosidées du radical caféoyl pourraient servir d’intermédiaires 
actifs dans la troisième voie proposée (Villegas et Kojima 1986).  
 Le rôle de l’acide chlorogénique dans la plante n’est que partiellement connu mais il 
semblerait qu’il intervienne de façon prépondérante dans les réponses de défense (Shadle et 
al. 2003). Chez le tabac, il est le composé phénolique soluble le plus abondant et est considéré 
comme une réserve rapidement mobilisable d’un métabolite central de la voie, 
potentiellement modifiable en fonction des besoins de la cellule (Maher et al. 1994). Par 
ailleurs, son accumulation à proximité du site d’infection déclenchant une HR en réponse au 
VMT (Legrand et al. 1971 ; Tanguy et Martin 1972) participerait au pouvoir tampon contre 
















Figure I-34 : Exemples de phénolamines.  
Couplage d’un acide hydroxycinnamique à une amine aromatique (figure du haut) ou à une 
amine à chaîne aliphatique (figure du bas).  
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I.3.2.2.2 Les acides hydroxycinnamiques estérifiés aux parois 
 
 Les esters de CoA semblent être la source principale d’acides hydroxycinnamiques 
estérifiés aux parois (Meyer et al. 1991). L’acide p-coumarique, l’acide férulique et le 
déhydrodiférulate sont les composés détectés le plus souvent (Iiyama et al. 1990). Ces 
composés sont liés aux polysaccharides des parois par des liaisons esters et aux polymères de 
lignine par des liaisons esters ou éthers (Iiyama et al. 1994 ; Ishii 1997). De tels 
réarrangements pariétaux permettent de renforcer les liens entre polysaccharides et lignine et 
assurent la rigidité et l’hydrophobicité de la paroi.  
 L’accumulation de composés phénylpropanoïdiques liés à la paroi a souvent été 
décrite comme participant aux réponses de défense des plantes. Il a été montré dès 1985 que 
des cellules de haricot élicitées par une préparation de Colletotrichum lindemuthianum 
accumulaient du matériel phénolique lié aux fractions cellulosiques et hémi-cellulosiques et 
des acides hydroxycinnamiques libres (Bolwell et al. 1985). Ce matériel phénolique a pu être 
identifié dans des cultures cellulaires de persil élicitées par des préparations de Phytophthora 
megasperma accumulent de la vanilline, du 4-hydroxybenzaldéhyde, de l’acide férulique et de 
l’acide p-coumarique dans leurs parois (Kauss et al. 1993) alors qu’une forte accumulation de 
dérivés pariétaux d’acides férulique et p-coumarique a pu être observés dans plusieurs autres 
cas de tissus élicités ou infectés (Nicholson et Hamerschmidt 1992 ; Ikegawa et al. 1996 ; 
Keller et al. 1996c ; Franke et al. 1998). Un dépôt massif d’acides hydroxycinnamiques 
couplé aux renforcements pariétaux par néo-synthèse de lignine permettrait de limiter 
l’accessibilité des composés de la paroi aux enzymes lytiques pathogènes. 
 
I.3.2.3 Biosynthèse des phénolamines 
 
 Les phénolamines sont des composés formés d’une partie phénolique dérivée d’un 
acide hydroxycinnamique couplée à une amine. Les phénols peuvent être l’acide p-
coumarique, l’acide caféique ou l’acide férulique alors que l’amine peut être une polyamine à 
chaine aliphatique de type putrescine ou une amine aromatique de type tyramine (figure I-34). 
Les phénolamines constitués d’une polyamine sont solubles alors que celles constituées par 
les amines aromatiques sont insolubles et souvent associées à la paroi. Les phénolamines 
s’accumulent chez de nombreuses plantes supérieures (Martin-Tanguy 1985) et sont présentes 
dans de nombreux tissus (Facchini et al. 2002). Impliquées notamment dans le développement 
floral et la reproduction (Martin-Tanguy et al. 1978 ; Havelange et al. 1996), les 
phénolamines sont fréquemment retrouvées accumulées en forte corrélation avec une 
augmentation de la résistance de la plante contre une attaque pathogène (Edreva et al. 2007). 
La biosynthèse de ces composés est assurée des enzymes de type N-
hydroxycinnamoyltransférase qui utilisent comme substrats les acides hydroxycinnamiques 
estérifiés au CoA. C’est le cas notamment des hydroxycinnamoyl-CoA Putrescine N-
Hydroxycinnamoyl Transférases (PHT) qui catalysent le couplage entre la putrescine et un 
 
 












Figure I-36 : Voie de biosynthèse putative des phénylpropanoïdes volatils chez la tomate. 
(Tieman et al. 2006).  
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acide hydroxycinnamique estérifié au CoA (Meurer-Grimes et al. 1989 ; Negrel et al. 1992). 
Les PHT sont notamment responsables de la synthèse de la caféoyl- et de la féruloyl-
putrescine, deux composés identifiés comme étant des marqueurs potentiels des réponses de 
défense induites chez des cellules de tabac BY2 (Galis et al. 2006) et chez Nicotiana 
attenuata (Kaur et al. 2010). En revanche, ces deux composés sont présents en teneur moins 
importante dans des tissus de pomme de terre traités par un éliciteur oligosaccharidique par 
rapport à leur teneur dans des tissus sains (Matsuda et al. 2005).  
D’autres types de phénolamines participent aux réactions de défense, en particulier la 
féruloyl-tyramine (figure I-35) et la coumaroyl-tyramine, qui sont estérifiés sur les fonctions 
amines des tyrosines pariétales en réponse au VMT et participent ainsi au renforcement de la 
paroi cellulaire (Fleurence et Negrel 1987). Une enzyme à activité hydroxycinnamoyl-CoA 
Tyramine N-Hydroxycinnamoyl Transférase (THT) a été identifée chez le tabac (Negrel et 
Javelle 1997 ; Farmer et al. 1999) et s’accumule fortement en réponse à l’élicitation et à la 
blessure (Farmer et al. 1999). 
 
I.3.2.4 Biosynthèse de composés phénoliques volatils 
 
 Les plantes disposent d’un arsenal de composés volatils d’une grande diversité 
chimique et capables d’apporter une réponse adaptative à des stress biotiques (pour revue 
Dicke et al. 2009). Récemment a pu être caractérisée une nouvelle voie de formation de 
composés volatils à noyau phénylpropane (Tieman et al. 2006 ; figure I-36). Une petite 
famille de gènes a été identifiée chez la tomate, les LeAADC (pour Aromatic Amino acid De 
Carboxylase), qui codent des enzymes capables de produire du 2-phenyléthanol à partir de 
phénylalanine (figure I-36), mais également de tyrosine. Une surexpression de LeAADC1A 
ou LeAADC2 chez la tomate conduit à une accumulation 10 fois supérieure de 2-
phenylacetaldéhyde, de 2-phenyléthanol et de 1-nitro-2phenyléthane (Tieman et al. 2006). 
Une phénylalanine décarboxylase a également été caractériséeschez le pétunia (Kaminaga et 
al. 2006). La fonction physiologique de ces enzymes est méconnue ; toutefois, une tyrosine 
décarboxylase identifiée chez le persil est activée en réponse à une préparation de 
Phytophthora megasperma (Kawalleck et al. 1993), suggérant un rôle potentiel de ces 
composés volatils dans les interactions entre plantes et microorganismes.  
 
I.3.2.5 Biosynthèse des flavonoïdes et des stilbènes 
 
 Parmi les voies dérivées du métabolisme des phénylpropanoïdes, la voie de 
biosynthèse des flavonoïdes permet la formation de la plus large variété de métabolites, près 
de 9000, toutes espèces confondues (Williams et Grayer 2004). La première étape de ce 
métabolisme est catalysée par la CHalcone Synthase (CHS), une enzyme qui utilise le p-
coumaroyl-CoA comme substrat sur lequel elle catalyse la condensation de 3 manonyl-CoA. 



















Figure I-37 : Voie de biosynthèse des coumarines.  
La 3p-O-méthylation du caféoyl-CoA est principalement prise en charge par la CCoAOMT1. 
L’ortho-hydroxylation du féruloyl-CoA est catalysée par la F6’H1, laquelle est suivie par une 
trans/cis isomérisation de la chaîne latérale et une lactonisation afin de former de la 
scopolétine. (Kai et al. 2008).  
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laquelle va donner naissance à de très nombreuses classes qui se différencient selon les 
substitutions présentes sur leur cycle. Les principales classes sont les chalcones, les aurones, 
les flavones, les flavonones, les flavonols, les dihydroflavonols, les anthocyanes, les 
proanthocyanidines et les isoflavonoïdes (pour revue Petersen et al. 1999 ; Winkel-Shirley 
2001a et b). 
 Les flavonoïdes ont des rôles biologiques particulièrement variés. Ils sont impliqués 
dans la protection contre les UV, les interactions symbiotiques, la pigmentation, la fertilité 
mâle et la régulation du transport de l’auxine (pour revue Buer et al. 2010). Mais les 
flavonoïdes ont également un rôle très important dans la défense des plantes dans la mesure 
où certaines des phytoalexines majeures sont synthétisées via les flavonols (kaempférol et 
quercétine), les flavonones, les aurones, les proanthocyanidines et les isoflavonoïdes (pour 
revue Harborne 1994 ; Feucht et Treutter 1999 ; Dixon 2001 ; Treutter 2005). 
 
 Les stilbènes sont des polyphénols constitués de deux cycles aromatiques liés par une 
chaîne à deux carbones portant une double liaison (C6C2C6). Ils sont synthétisés chez un petit 
nombre de plantes comme le pin, la vigne ou l’arachide (Vogt et al. 2010). Le resvératrol est 
le stilbène le plus répandu. Il est synthétisé par la STilbène Synthase (STS). 
 Les stilbènes ont un rôle très important dans la défense des plantes. Ils constituent 
souvent des phytoalexines dont la synthèse est activée en réponse à la perception de 
pathogènes chez le sorgho et le raisin (Liswidowati et al. 1991 ; Hain et al. 1993 ; Yu et al. 
2005). Cette importance a notamment été démontrée chez le tabac. Ainsi, l’introduction du 
gène de la STS chez le tabac conduit à une augmentation de la résistance à Botrytis cinerea 
(Hain et al. 1993).  
 
I.3.2.6 Biosynthèse des coumarines  
   
 Les coumarines sont des composés phénoliques qui dérivent des acides 
hydroxycinnamiques par simple cyclisation oxydative de la chaîne latérale à 3 carbones. Elles 
sont formées d’un cycle aromatique et d’un cycle pyrone (figure I-37). Les coumarines 
dérivent donc du métabolisme des phénylpropanoïdes (Brown 1962 ; Kai et al. 2006) ; malgré 
tout, leur biosynthèse est encore mal connue (Kai et al. 2008). Les coumarines sont 
distribuées dans un certain nombre de familles de plantes, notamment les Apiaceae, les 
Solanaceae et les Umbelliferae (Keating et O’Kennedy 1997 ; Zobel 1997). Elles sont 
supposées être impliquées dans les défenses des plantes dans la mesure où leur accumulation 
est fortement induite en réponse à de nombreux stress (Tietjen et Matern 1983 ; Hamerski et 
Matern 1988 ; Matern 1991 ; Shimizu et al. 2005) et où elles possèdent une activité 
antimicrobienne (Valle et al. 1997 ; Carpinella et al. 2005). Par ailleurs, il a été montré chez 
le tabac que le niveau d’accumulation de scopolétine (obtenu par génie génétique) et le niveau 
d’induction des défenses étaient positivement corrélés (Chong et al. 2002 ; Gachon et al. 
2004).   
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I.4 OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE ET PRESENTATION 
 
I.4.1 Hypothèses et objectifs des travaux de thèse 
 
Pour survivre dans des conditions environnementales changeantes, les plantes ont 
développé un grand nombre de mécanismes moléculaires participant à la mise en place de 
réponses adaptatives spécifiques en fonction de la nature et de l’intensité des stimuli perçus. 
Durant l’évolution, le Ca2+ a émergé comme un second messager majeur et ubiquitaire chez 
les eucaryotes, capable de réguler un grand nombre de processus cellulaires en réponse à une 
multitude de stimuli internes (hormones) et externes de nature biotique ou abiotique. Parmi 
ces stimuli, la cryptogéine est un éliciteur peptidique sécrété par l’oomycète Phytophthora 
cryptogea, capable de provoquer une mort cellulaire programmée localisée ou HR et d’induire 
la protection du tabac contre le pathogène Phytophthora nicotianae. La liaison de la 
cryptogéine à son récepteur est suivie d’un influx prolongé de Ca2+ dans des cellules de tabac 
et la signature spécifique de cet éliciteur se caractérise par une augmentation biphasique de la 
concentration en Ca
2+
 cytosolique libre. Outre un grand nombre d’évènements de 
signalisation cellulaire bien connus, la cryptogéine induit l’expression Ca2+-dépendante du 
gène codant la Phénylalanine Ammonia Lyase (PAL), enzyme d’entrée dans la voie des 
phénylpropanoïdes.  
Mon travail de thèse visait (i) à mieux comprendre le rôle potentiel du métabolisme 
des phénylpropanoïdes dans les voies de défense activées par la cryptogéine, (ii) à étudier le 
couplage entre la régulation transcriptionnelle de gènes impliqués dans ce métabolisme et la 
signalisation calcique, (iii) à identifier de potentiels effecteurs des voies de signalisation 
induites par la cryptogéine ainsi que des acteurs contribuant à la mise en place des réponses 
adaptatives. Des suspensions cellulaires de tabac BY-2 exprimant la sonde calcique aequorine 
ont été utilisées pour mener à bien ce projet. 
La démarche expériementale est basée sur les hypothèses suivantes : 
 
Hypothèse 1. La cryptogéine induit un remodelage du métabolisme des 
phénylpropanoïdes. 
 
Cette hypothèse s’appuie sur le fait que le métabolisme des phénylpropanoïdes permet 
la biosynthèse d’un très grand nombre de composés impliqués dans les réponses de défense, y 
compris des phytoalexines et des composés importants pour le renforcement de la paroi. Nous 
avons donc effectué une étude approfondie du métabolisme des phénylpropanoïdes et plus 
particulièrement de la voie de biosynthèse des monolignols comprenant des analyses 
d’expression de gènes clés, des mesures d’activités enzymatiques ainsi que des analyses 
quantitatives et qualitatives de composés à noyau phénylpropane. 
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Hypothèse 2. Le remodelage du métabolisme phénolique est sous le contrôle du signal 
calcique. 
 
 Partant du fait que l’induction du gène PAL en réponse à la cryptogéine était 
dépendante d’un influx continu de calcium, nous avons fait le postulat que le calcium pouvait 
être impliqué plus largement dans les modifications du métabolisme des phénylpropanoïdes 
induites par l’élicitation des cellules. Nous avons vérifié cette hypothèse en utilisant des 
composés pharmacologiques capables de bloquer le signal calcique induit.  
 
 Hypothèse 3. Induction sélective par le calcium de l’expression des gènes du 
métabolisme des phénylpropanoïdes. 
 
 La signature calcique générée en réponse à la cryptogéine comprend différentes 
composantes dont un premier pic précoce et un plateau prolongé. Nous avons émis 
l’hypothèse que chacune de ces deux phases était capable de moduler sélectivement 
l’expression de gènes cibles. Cette hypothèse a pu être testée grâce à l’utilisation ciblée de 
composés pharmacologiques capables de bloquer le signal calcique ou d’inhiber l’activité de 
protéines liant le calcium. 
 
Hypothèse 4. La cryptogéine induit de nombreux gènes impliqués dans les réponses de 
défense de la plante. 
 
 Compte tenu du peu de données disponibles sur les effecteurs des voies de 
signalisation induites par la cryptogéine et les acteurs des réponses adaptatives apportées par 
la cellule, nous avons décidé de réaliser une analyse globale des modifications du 
transcriptome induites, qui a permis de mettre en évidence différentes catégories 
fonctionnelles plus ou moins fortement impliquées dans la transduction du signal cryptogéine, 
ainsi que de révéler un certain nombre de cibles potentielles pour de futures études 
fonctionnelles.  
 
I.4.2 Présentation des travaux de thèse. 
 
Mes travaux de thèse sont présentés au sein de deux chapitres distincts.  
Le premier chapitre est divisé en deux parties : la première est constituée d’une 
publication, resoumise après révision pour publication dans le journal « Plant Cell & 
Environnement », et la seconde rassemble des résultats complémentaires qui n’ont pas fait 
l’objet d’une publication. Je présente dans le premier chapitre les données obtenues sur le 
remodelage du métabolisme des phénylpropanoïdes par la cryptogéine. En particulier, je 
montre que ce remodelage est sous la stricte dépendance du calcium et conduit à 
l’accumulation pariétale d’acides hydroxycinnamiques. Je montre également que les 
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différentes composantes du signal calcique peuvent être décomposées et sont responsables de 
l’activation sélective de gènes clés du métabolisme des phénylpropanoïdes.  
Le deuxième chapitre est constitué par un second article, prochainement soumis à 
publication, et présente les résultats de l’analyse transcriptomique globale du tabac. En 
particulier, je mets en évidence l’existence d’une modulation importante du transcriptome de 
tabac en réponse à la cryptogéine. Par ailleurs, je présente un certain nombre de gènes 
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Partie 1. Article 1. CRYPTOGEIN, A FUNGAL ELICITOR, REMODELS THE 
PHENYLPROPANOID METABOLISM OF TOBACCO CELL SUSPENSION 








 Les résultats présentés dans la première partie du chapitre I ont été publiés dans Plant, 




Les cellules de plantes utilisent des voies de signalisation calciques pour transcrire des 
stimuli biotiques et / ou abiotiques en réponses adaptatives. Cependant, le couplage entre 
signalisation calcique, régulation transcriptionnelle et processus biochimiques en aval reste 
méconnu. Afin de mieux comprendre ces relations, nous avons élicité des cellules de tabac 
BY-2 avec la cryptogéine et nous avons étudié l’impact des variations calciques induites par 
cet éliciteur et mesurées grâce à l’aequorine (un senseur de calcium) sur (i) les niveaux de 
transcrits de gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes (quantifié par RT-qPCR) et (ii) sur 
l’accumulation de composés phénoliques (dosés en spectrométrie de masse). Nous avons ainsi 
montré que la plupart des gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes étaient surexprimés 
en réponse à la cryptogéine et que des composés phénoliques s’accumulaient au niveau des 
parois (principalement l’acide 5-hydroxyférulique). Ces deux processus sont liés et dépendent 
de l’influx calcique induit par la cryptogéine. La régulation transcriptionnelle des gènes de la 
voie des phénylpropanoïdes est corrélée de manière non-linéaire avec l’intensité du stimulus 
et avec les différentes composantes de la signature calcique spécifique de la cryptogéine. Par 
ailleurs, des inhibiteurs de calmoduline augmentent la sensibilité des cellules à des 
concentrations faibles en cryptogéine. Ces résultats nous ont conduit à proposer un modèle de 
couplage entre le signal cryptogéine, la signalisation calcique et la réponse transcriptionnelle. 
Selon ce modèle, le calcium interviendrait dans le contrôle de la transcription via l’action 
coordonnée de deux modules de décodage calcique ayant des effets opposés.
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ABSTRACT
Plant cells use calcium-based signalling pathways to trans-
duce biotic and/or abiotic stimuli into adaptive responses.
However, little is known about the coupling between
calcium signalling, transcriptional regulation and the down-
stream biochemical processes. To understand these rela-
tionships better, we challenged tobacco BY-2 cells with
cryptogein and evaluated how calcium transients (moni-
tored through the calcium sensor aequorin) impact (1) tran-
script levels of phenylpropanoid genes (assessed by
RT-qPCR); and (2) derived-phenolic compounds (analysed
by mass spectrometry). Most genes of the phenylpro-
panoid pathway were up-regulated by cryptogein and cell
wall-bound phenolic compounds accumulated (mainly
5-hydroxyferulic acid). The accumulation of both tran-
scripts and phenolics was calcium-dependent. The tran-
scriptional regulation of phenylpropanoid genes was
correlated in a non-linear manner with stimulus intensity
and with components of the cryptogein-induced calcium
signature. In addition, calmodulin inhibitors increased
the sensitivity of cells to low concentrations of cryptogein.
These results led us to propose a model of coupling
between the cryptogein signal, calcium signalling and the
transcriptional response, exerting control of transcription
through the coordinated action of two decoding modules
exerting opposite effects.
Key-words: Nicotiana tabacum (tobacco BY-2); calcium sig-
nalling; modelling; transcription regulation.
Abbreviations: 4CL, 4-coumarate-CoA ligase; C3H,
p-coumarate 3-hydroxylase; C4H, cinnamate
4-hydroxylase; CAD, cinnamylalcohol dehydrogenase;
CCoAOMT, caffeoyl CoA 3-O-methyltransferase; CCR,
cinnamoyl CoA reductase; COMT caffeic acid/5-
hydroxyferulic acid O-methyltransferase; F5H, ferulate
5-hydroxylase; HCT, hydroxycinnamoyl CoA:quinate/
shikimate hydroxycinnamoyltransferase; PAL, phenylala-
nine ammonia-lyase.
INTRODUCTION
Plant cells use calcium-based signalling pathways to trans-
duce a variety of external and/or internal stimuli into
adaptive responses (for review, see Sudha & Ravishankar
2002; White & Broadley 2003; Hetherington & Brownlee
2004; Lecourieux, Ranjeva & Pugin 2006; McAinsh &
Pittman 2009; Kudla, Batistic & Hashimoto 2010). A para-
digm establishing the central role of calcium in a complex
regulatory network with multiple interacting components
has been inferred, at the single cell level, from the multi-
faceted approach used to study guard-cell physiology
(Allen & Schroeder 2001; Allen et al. 2001; Schroeder et al.
2001; Israelsson et al. 2006). As a general feature, in
response to variations of abiotic (light, temperature,
drought, etc.) and/or biotic (symbionts, pathogens, etc.)
environment including stressful conditions that plants
have to face, free calcium concentration varies in cells
(Ward, Pei & Schroeder 1995; Pauly et al. 2000; Lecourieux
et al. 2002; Xiong et al. 2007). These changes control basic
cellular functions including ion and molecule transport
and most probably gene expression (Lecourieux et al.
2002; Kaplan et al. 2006; Kim & Kim 2006; Moscatiello
et al. 2006). Indeed, the identification of transcriptional
regulators modulated by calcium and calmodulin (Kim
et al. 2009) supports the importance of calcium in the tran-
scriptional process during plant responses to endogenous
and exogenous stimuli.
It is also interesting to note the evidence that the calcium
signature itself and some of its components (e.g. amplitude,
duration) are correlated to gene expression. For instance,
during the establishment of symbiosis in root hairs, a corre-
lation between the number of Ca2+ spikes and the transcript
level of the Early Nodulation 11 (ENOD11) gene was
showed (Miwa et al. 2006). The authors suggested that aCorrespondence: C. Brière. e-mail: briere@scsv.ups-tlse.fr
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minimum of 36 spikes is required for ENOD11 induction.
Similarly, the shape of the calcium signal in response to salt
stress was shown to be very important for the control of
salt-stress genes. Using the Ca2+-ATPase loss of function
mutant in the moss Physcomitrella patens, a sustained
elevation of free calcium was observed instead of a tran-
sient elevation. This sustained level of calcium down-
regulates salt-stress-induced genes, rendering the mutant
plants more susceptible to salt stress (Qudeimat et al. 2008).
These examples illustrate how the calcium-dependent pro-
cesses underlying the calcium signature can control gene
expression. It may thus be hypothesized that calcium, as a
signal, interferes with the various steps involved in the con-
version of a stimulus into a biological output. Surprisingly,
little is known about the relationships linking calcium to
transcriptional regulation, protein synthesis and enzyme
activities, and in fine the remodelling of the biochemical
processes downstream (Kudla et al. 2010).
For a better understanding of the connections between
these different events and to identify critical regulatory
steps (Weckwerth 2003) or signalling hubs, we took advan-
tage of the biological model consisting of tobacco cell sus-
pension cultures challenged with cryptogein. Cryptogein, a
polypeptide elicitor secreted by the oomycete Phytoph-
thora cryptogea, induces free calcium changes in the cytosol
(D[Ca2+]cyt) in tobacco cells and enhances the transcription
of the gene encoding phenylalanine ammonia lyase (PAL),
the enzyme catalyzing the first committed step of the phe-
nylpropanoid pathway (Lecourieux et al. 2002). Although
this biological model has been extensively studied at
different levels of the signalling pathway (Garcia-Brügger
et al. 2006), it is still not known if other genes of the
multi-branched pathway are differentially regulated in
response to cryptogein, and there are no data showing
changes in enzyme activities or increases in the amounts/
concentrations of phenolic compounds.
In the present paper, we made use of this simplified bio-
logical system to evaluate qualitative and quantitative
changes in successive steps of elicitor-induced signalling
pathways, including calcium-transient generation, tran-
scriptional regulation and metabolism reorientation.
Our work aimed at bridging the different steps involved
in the signalling pathway that converts the initial perception
of cryptogein (input) into the final response (output) that
consists here of the changes induced in the metabolism of
phenolic compounds (Fig. 1).We reasoned that quantitative
parameters and time dependence are essential to get a
deeper insight into the regulatory processes and may shed
light on overlooked properties. In this way, we have
addressed the following questions:
• How do free calcium concentrations vary with time when
cells are challenged with increasing concentrations of
cryptogein?
• Are all genes coding for the enzymes of the phenylpro-
panoid pathway induced by cryptogein in a calcium-
dependent manner?
• How does cryptogein remodel phenylpropanoid
metabolism?
On these grounds we propose an integrated model that
could explain key features of the input/output network































Figure 1. Biosynthetic routes for phenolic compounds adapted from the model proposed by Nair et al. (2004) for Arabidopsis thaliana.
Encircled compounds accumulate in tobacco BY-2 cell walls in response to cryptogein. Light grey arrows indicate routes that are unlikely
to occur in planta. Dotted arrow indicates a hypothetic route for the biosynthesis of 5-hydroxyferulate (see Results section). PAL,
phenylalanine ammonia-lyase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate-CoA ligase; C3H, p-coumarate 3-hydroxylase; HCT,
hydroxycinnamoyl CoA:quinate/shikimate hydroxycinnamoyltransferase; CCoAOMT, caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase; COMT caffeic
acid/5-hydroxyferulic acid O-methyltransferase; F5H, ferulate 5-hydroxylase; CCR, cinnamoyl CoA reductase; CAD, cinnamyl alcohol
dehydrogenase; REF1, reduced epidermal fluorescence1.
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Gene Amplicon size upper 5’ lower 5’ 
18S rRNA 171bp cgcgctacactgatgtattc gtacaaagggcagggacgta 
PAL 94bp gacaaagtgttcacagcaatg aaacagatwggaagaggagca 
PAL A 228bp cctcgtcgaccacgccttgc taattcagctccaagttctc 
PAL B 242bp acacattgccacattcagca caccattgggaccaacagcc 
C4H 124bp tcaacacaatggtggaatgc actttgggacgtttggttca 
4CL 89bp cttctcaaccatcccaacatt ctaacaacaaaagccactgga 
4CL1 178bp ttcctggagttaatacagaag gggaatttggttctcacagcg 
4CL2 179bp tttcttggagttgatacaacg ggaaatttggctcgaacagta 
COMT 132bp cctgcaaatgggaaggtgat cagtcctttctttgcctcct 
C3H 142bp tggctgaggtgatcaagaac tatgggaggaaggggaagtc 
HCT 127bp ggctgccaatccatgatgct gcaacagattgactgccatca 
CCoAOMT 96bp acaccctatggaatggatca ccttgttgagttccaatacga 
CCoAOMT 1 89bp aatttgccagctacctgttggt ttggttgccacaaatagacgat 
CCoAOMT 2 92bp gaactattgtccatttgtggca acgaatgatacagaacagggga 
CCoAOMT 3 130bp tttacagggctagttcatggca ggtaacatcgacaatgcaacct 
CCoAOMT 4 102bp cattggctgctgattctaga aaatcctccattgcctgtaa 
CCoAOMT 5 113bp acgtatgatttcatatttgtggat caatccttggatcaacggctagg 
CCoAOMT6 121bp cacatatgatttcattttcgtgg caattctgggatcagctgccaaa 
F5H 100bp agcccggacaaggaagat cccatccaagccaaggta 
CCR 99bp gacttctgcaaaaacaccaa caccaaatcgactcctttt 
CAD 121bp cagaacaagcagcacctcta atgtgtcccactcctcctaa 
AADC1A  209bp cttgtgtgagagatatggca catggtcctctatgggataa 
AADC2 121bp ttgatacgttgggaaagtgtgt caccaactacaccaaggaagaa 
 




Cryptogein was purified according to Bonnet et al. (1996)
and dissolved in water as a 100 mm stock solution. [3H]-S-
adenosyl-L-methionine (specific activity 0.37 TBq mmol-1)
was from MP Biochemicals (Illkirch, France) and [14C(U)]-
L-phenylalanine (specific activity 6.8 GBq mmol-1) was
from Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France). A 5 mm stock
solution of native coelentarazine (Interchim, Montluçon,
France) in methanol was stored at -20 °C in 10 mL aliquots.
All other compounds were from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin Fallavier, France).
Radiolabelled trans-cinnamic acid was obtained by
the enzymatic conversion of 0.185 MBq of [14C(U)]-L-
phenylalanine by 0.007 units of phenylalanine ammonia
lyase (Sigma-Aldrich) in Tris-HCl buffer pH 8.5 at 30 °C for
2 h.After stopping the reaction with 6 mL 6 mHCl, cinnamic
acid was extracted in 2 ¥ 1 mL diethyl ether, evaporated to
dryness and taken up in 50 mL MeOH.
Cell culture and luminescence measurements
Transgenic tobacco cells (Nicotiana tabacum L. cv Bright
Yellow BY-2 lines) expressing cytosolic apo-aequorin (Taka-
hashi et al. 1997) were grown and processed according to
Pauly et al. (2001).Cells harvested at late exponential growth
phase were washed twice and resuspended at a density of
20% (packed cell volume) in the suspension buffer (175 mm
mannitol, 0.5 mm K2SO4, 0.5 mm CaCl2, 2 mm MES KOH,
pH 5.8), supplemented with 2 mm coelenterazine to reconsti-
tute active aequorin for luminescence measurements. Sub-
sequently, cells were incubated at room temperature
overnight in the dark on a rotary shaker (130 r.p.m.). Mea-
surements of luminescence and calcium calibration were
carried out as previously described (Pauly et al. 2001).
Elicitor treatments
Cells in suspension medium were transferred into a glass
vial and challenged with the indicated concentrations of
effectors. After given times of incubation, cell aliquots were
collected and filtered under vacuum on a 37 mm mesh nylon
membrane and immediately frozen in liquid nitrogen.
Quantitative real-time RT-PCR
Tobacco BY-2 cell samples were ground in liquid nitrogen
and total RNAs were isolated using the Nucleospin II RNA
kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. First-strand cDNA was syn-
thesized from 5 mg total RNA in a 20 mL reaction volume
containing 50 ng random primers, 10 mm dNTPs, 1 mL
RNasOUT (40 units) and 200 units of SuperScript III
reverse transcriptase, according to the manufacturer’s
instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). After 50 min
at 50 °C followed by 5 min at 85 °C, cDNAs were purified
using the PCR Clean-Up system (Promega, Madison, WI,
USA). Two mL cDNAs were used as templates in a quanti-
tative real-time PCR assay (10 mL) performed on the
sequence detection system ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) using the SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). After an initial
denaturation of 10 min at 95 °C, 40 cycles of 15 s at 95 °C
followed by 1 min at 60 °C were performed. Amplification
specificity was checked by melting-curve analysis, and PCR
efficiency was determined using standard curves con-
structed with serial dilutions of PCR products as templates.
The 18S rRNA was used as an internal control. Quantifica-
tion of expression ratios was performed according to the
mathematical model developed by Pfaffl (2001). Primers
and amplicon sizes are given in Table S1. In the case of
multigene families, primers have been designed to hybridize
either to all known genes of the class postulated to have a
role in lignin biosynthesis and/or specifically to one gene
member (Table S1).
Measurement of enzymatic activities of PAL
and CCoAOMT
Cell samples were ground in liquid nitrogen and weighed
(approximately 2 g sample-1) before being extracted for
30 min in 4 mL of protein extraction buffer [2 mm MgCl2,
10 mm DDT, antiprotease (P9599 Sigma, Sigma-Aldrich)],
10% glycerol, 0.1 m Tris-HCl pH 7.5) at 4 °C under gentle
shaking.After a 30 min centrifugation (10 000 ¥ g, 4 °C), the
supernatant was collected and desalted on a PD10 column
equilibrated with the same buffer at pH 7.5 for CCoAOMT
activity or pH 8.8 for PAL activity measurements. PAL
activity was assayed by spectrophotometry. The reaction
mixture (1 mL) contained 50 mg protein extract and 1 mm
L-phenylalanine (Sigma-Aldrich) in 0.1 m Tris-HCl, pH 8.8
buffer. The formation of cinnamic acid was monitored
for 10 min by measuring absorption at 290 nm, and PAL
activity was determined from the slope of the absorption
curve using the extinction coefficient of cinnamic acid at
290 nm = 10000 m-1 cm-1
CCoAOMT activity was determined by radiometric
assay. The reaction mixture contained 10 mL of protein
extract, 3.7 kBq [3H]-S-adenosyl-L-methionine, 40 mm
S-adenosyl-L-methionine, 40 mm caffeoyl-CoA in 0.1 mTris-
HCl, pH 7.5 (total volume 50 mL). After 30 min of incuba-
tion at 30 °C, the reaction was stopped with 10 mL 3 m
NaOH and incubated for a further 10 min at 37 °C to allow
feruloyl-CoA hydrolysis before adding 40 mL 1 m HCl to
stop the reaction. Ferulic acid was extracted 10 min in
200 mL of hexane/ethyl acetate (1:1 v/v) and 150 mL of the
organic phase was collected and evaporated overnight
before the addition of 8 mL of scintillation cocktail for
radioactivity counting.
Radioactivity measurements
[14C]-cinnamic acid was added to the cells (0.007 MBq g-1
fresh cells) immediately before treatment with cryptogein.
Ca2+-dependent remodelling of phenylpropanoid metabolism 3
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After 4 h of incubation at 20 °C in the dark and under
shaking, cell aliquots were filtered under vacuum and frozen
immediately. A 1 mL aliquot of filtrate was collected and
transferred into a scintillation vial containing 8 mL of Ready
Safe cocktail (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA)
to measure residual radioactivity in the medium. Frozen cell
samples were weighed before grinding in 80% EtOH with
glass beads (Fastprep system, MP Biomedicals, Illkirch,
France). Ground cells were then extracted for 30 min at 4 °C
in 5 mL 80% EtOH under gentle shaking, and centrifuged
10 min at 3000 ¥ g. A 1 mL aliquot of supernatant was col-
lected for measuring the radioactivity of ethanol-soluble
compounds (total radioactivity). Another 1 mL aliquot of
the supernatant was added to a PVPP column, which selec-
tively complexes phenolic compounds (radioactive soluble
phenolics). Radioactive non-phenolic products were recov-
ered in the pass through (radioactive soluble non-phenolics)
and the distribution of the radiolabel was calculated as:
radioactive soluble phenolics = total radioactivity – radioac-
tive non-phenolics. The remaining supernatant was dis-
carded and the cell pellet was resuspended in water, and a
200 mL aliquot was collected for counting the radioactivity
incorporated into the non-soluble fraction.
Extraction and analysis of soluble and
wall-bound phenolics
Frozen cell samples were ground in liquid nitrogen, and the
powder was weighed before being extracted in 5 mL 80%
EtOH for 30 min at 4 °C under gentle shaking in the dark.
After 10 min centrifugation at 3000 ¥ g, the supernatant was
collected for analysis of soluble phenolics. Phenolic mate-
rial contained in the ethanol-insoluble fraction was
extracted according to Bolwell, Robbins & Dixon (1985).
The pellets were resuspended in 5 mL of 4.25 m NaOH and
hydrolyzed for 6 d at 4 °C followed by 1 d at 37 °C in the
dark under gentle shaking. After 15 min centrifugation at
4500 ¥ g, the supernatant was collected, acidified to pH 1
with 12 m HCl then extracted twice in ethyl acetate. The
organic phase was collected, and evaporated to dryness
under N2. The residue was re-dissolved in 100 mL of water/
methanol (1/1 v/v) for analysis by UPLC-QTOF using a
Waters ACQUITY UPLC System (Waters, Milford, MA,
USA). Separation was achieved using an ACQUITY UPLC
BEH C18 column (100 mm, 2.1 mm i.d., 1.7 mm particle size;
Waters) maintained at 40 °C, with a mobile phase flow rate
of 0.30 mL min-1 in isocratic mode. The mobile phase con-
tained 32% methanol and 0.1% formic acid in water. The
injection volume was 2 mL with partial loop.A time-of-flight
mass spectrometer with an electrospray ionization (ESI-
MS) interface was used for mass spectrometry analysis
(Micromass, Manchester, UK). Data acquisition was per-
formed using negative ion mode over an m/z range 50–1000.
The general conditions were: source temperature 130 °C,
capillary voltage -2.8 kV and cone voltage 40 V, extraction
cone -4 V, ion guide -1 V, the collision energy 5 eV, desol-
vatation temperature 350 °C, desolvatation flow 750 L h-1,
the nebulizer 30 L h-1, and data were acquired using a scan
time of 0.5 s. Leucine-enkephalin (M–H)- (m/z 554.2615)
was used for the lock mass of the lock spray. MassLynx 4.1
software (Waters, Manchester, UK) was used for data
analysis.
Phenolic compound identification was based on compari-
son of retention times of commercial standards, accurate
mass measurements and MS/MS fragmentation analysis
(collision energy: 15 eV).
Statistical analysis
Statistical tests and multivariate analysis [principal compo-
nent analysis (PCA)] were carried out using the R statistical
software (R Development Core Team 2009).
RESULTS
Cryptogein induces a biphasic calcium
signature in tobacco BY-2 cells
Cryptogein induces biphasic calcium variations in the
cytosol of BY2 cells (Fig. 2a).This response is characterized
by an increase of free cytosolic calcium D[Ca2+]cyt starting as
early as 2 min after elicitation, reaching a maximum after
about 5 min, followed by a sustained elevation (plateau)
of cytosolic free calcium lasting for more than an hour.
This cytosolic calcium variation was inhibited in cells
co-incubated with 1 mm La3+, illustrating the absolute
requirement of an external calcium influx. The maximum
calcium elevation (peak value) and the plateau value
increased in a dose-dependent manner but with different
EC50 values (Fig. 2b). Thus, the maximum plateau value is
reached for very low cryptogein concentrations (less than
100 nm), while the peak value continues to increase for
cryptogein concentrations above 1 mm. Fitting a simple one-
site binding model to experimental data enabled us to esti-
mate the EC50 values at 128 nm cryptogein for the calcium
peak (Bmax = 0.9 mm) and to 17 nm cryptogein for the
calcium plateau (Bmax = 0.1 mm), a value close to the
measured Kd of cryptogein binding to cell membranes
(Bourque et al. 1999). This suggests either the existence of
two cryptogein receptors, with low and high affinities, and
involved in the generation of the calcium-peak or the sus-
tained plateau, respectively, or the existence of only one
type of cryptogein receptor, but interacting with two types
of protein complexes with different affinities.
Cryptogein strongly increased the number of
transcripts of genes of the common
phenylpropanoid biosynthetic pathway
We measured the transcript levels of genes encoding
enzymes involved in the synthesis of phenylpropanoids and
lignin (PAL, C4H, 4CL, HCT, C3H, COMT, CCoAOMT,
F5H, CCR and CAD), as well as of three genes known to be
involved in defence responses: HSR203J, a cell death
response marker (Pontier et al. 1994), and two PR genes,
PR1 and PR3 (Ward et al. 1991).Transcript levels in tobacco
4 N. Amelot et al.
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Figure S1. Comparison between lanthanum chloride and EGTA pre-treatments on 
cryptogein-induced phenylpropanoid genes expression in tobacco BY-2 cells. 
(a) Time course of cytosolic calcium variation in response to 0.1µM cryptogein in the absence 
(dark grey trace) or presence of either 1mM La
3+
 (black trace) or 2mM EGTA (light grey 
trace). Data show one representative experiment out of three. (b) Relative transcript levels 
assessed by RT-qPCR in cells treated for 3 hours with 0.1µM cryptogein in the absence (dark 
grey bars) or presence of either 1mM La
3+
 (black bars) or 2mM EGTA (light grey bars).  
Transcript levels are expressed as means ±SE (n=3) of transcript ratios relative to control cells 
(H2O treatment). 
  
BY-2 cells were measured using RT-qPCR after treatments
of cells with various concentrations of cryptogein (from
10 nm to 1 mm) and different durations (from 30 min to 8 h).
The ratios of transcript levels in treated cells to that in
control cells are presented in Fig. 3.
After a cryptogein treatment of 3 h, the transcript levels
of the majority of the genes tested were strongly enhanced,
but to different extent, ranging from fourfold for C4H to
about 200-fold for CCoAOMT and F5H. In the core
pathway, PAL, C4H and 4CL transcript accumulation was
increased on average by 26-, 4- and 15-fold, respectively. In
contrast, transcript accumulation of CAD, the last gene of
the monolignol biosynthesis pathway, was decreased by
about twofold. Interestingly, cryptogein had no effect on the
transcription of the two defence marker genes (PR1 and
PR3) while the expression of the cell death response
marker HSR203J was strongly up-regulated (55-fold on
average).
Transcript accumulation of tested genes was strongly
inhibited when cells were challenged with cryptogein in the
presence of 1 mm La3+, a calcium channel blocker (Fig. 3a),
or in the presence of the calcium chelator EGTA (Fig. S1),
showing that calcium influx was required for the transcrip-
tional response.
De novo synthesis of proteins was also required to allow
the transcriptional response to cryptogein, as shown by its
complete suppression by a 30 min pretreatment of the cells



































Figure 2. Cryptogein-induced calcium signatures in tobacco
BY-2 cells. (a) Time-course of calcium variation in BY-2 cells
induced either by H2O (trace) or cryptogein (1 mm, bullets) (data
from one representative experiment). (b) Dose-dependence of (l)
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Figure 3. Effects of cryptogein on transcript accumulation of
phenylpropanoid genes in tobacco BY-2 cells. (a) Relative
transcript levels of genes of phenylpropanoid in cells challenged
for 4 h with 0.1 mm cryptogein in the absence (grey) or presence
(black) of 1mm La3+. (b) Time-course of PAL (white), HCT
(grey) and CCoAOMT (black) transcript accumulation induced
by 0.1 mm cryptogein. (c) Dose-dependence of transcript levels of
PAL (white), HCT (grey) and CCoAOMT (black) on a 4-hour
cryptogein treatment. Transcript levels assessed by RT-qPCR are
expressed as mean SE (n = 3) of transcript ratios relative to
control cells (H2O treatment).
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Figure S2. Effect of a cycloheximide pre-treatment on the cryptogein-induced 
accumulation of phenylpropanoid gene transcripts. 
Transcript levels were assessed by RT-qPCR in tobacco BY-2 cells treated for 3 hours with 
0.1 µM cryptogein. Relative transcript levels are ratios of transcript numbers assessed in 
treated cells to those of CHX only-treated cells.  Grey bars: cells pre-incubated during 30-
minutes with 50 µM cycloheximide before cryptogein treatment, black bars: cells treated with 




Figure S3. Relative transcript levels of genes coding for PAL, 4CL and CCoAOMT 
isoforms.  
Transcript levels were assessed by RT-qPCR in tobacco BY-2 cells treated for 3 hours with 
0.1 µM cryptogein. Relative transcript levels are ratios of transcript levels assessed in treated 
cells versus transcript levels obtained in control (H2O treated) cells (data from one 
representative experiment of two). 
  
Because many genes of the phenylpropanoid pathway
belong to small gene families, we examined transcript accu-
mulation in response to cryptogein for each known isoform
of three strongly induced genes. For PAL and 4CL, only the
expression of one gene member was up-regulated, PAL A
and 4CL2, respectively. Transcript levels of CCoAOMT
genes were highly and equally up-regulated upon cryp-
togein treatment except CCoAOMT5 which was only
weakly activated in comparison with the other family
members (Fig. S3).These data show that the intensity of the
transcriptional response within a gene family may be spe-
cific either for a particular gene or for a set of genes.
The magnitude of the transcriptional response to cryp-
togein increased with time and depended upon the intensity
of the stimulus. As exemplified with PAL, CCoAOMT and
HCT, the transcript levels of the most activated genes
increased after the cryptogein treatment as early as 30 min
and continued increasing for several hours (Fig. 3b). Differ-
ent induction kinetic patterns were observed depending on
the gene considered. Transcript levels of some genes like
CCoAOMT reached a maximum after 4 h of treatment then
decreased, while transcripts of other genes like COMT and
HSR203J continued to accumulate for 8 h.
Furthermore, the intensity of the transcriptional response
was strongly dependent upon the intensity of the stimulus
(Fig. 3c). Similar dose-response curves were observed
for the different genes of the phenylpropanoid pathway,
showing a strong correlation between these genes in terms
of dose dependence. Dose-response curves were non-linear
and biphasic: the effect of cryptogein began to be significant
at 20 nm, reached a maximum between 50 and 100 nm
(depending on the gene considered), and then decreased
fairly sharply while increasing the cryptogein concentration
(Fig. 3c).As observed for the kinetic patterns, differences in
the dose-response curves were observed between genes.
Thus, in order to analyse the correlations between gene
transcript ratios in dose-response experiments, we per-
formed a PCA of the correlations between kinetic data
obtained for all studied genes. Briefly, this multivariate
analysis allows representing the correlations between vari-
ables and/or the proximities between observations on planes
graphically, with a minimal loss of information. ‘Calcium-
peak’ and ‘Calcium-plateau’ values measured at different
concentrations of cryptogein were included in this analysis in
order to analyse the correlations between transcript ratios
and these two characteristics of the calcium signature. This
analysis led to the definition of two groups of up-regulated
genes in addition to the group formed by CAD,PR1 and PR3
that are not up- or even down-regulated (Fig. 4). The first
group (4CL, C4H, C3H, COMT, F5H, CCR) is correlated
with the ‘Ca-peak’ variable and is co-localized with observa-
tions made at 100 nm, 200 nm and 1 mm cryptogein. It corre-
sponds to genes whose transcript accumulation reached a
maximum for cryptogein concentrations above 100 nm. The
second group (PAL, HCT, CCoAOMT and HSR203J), cor-
related to the ‘Ca-plateau’ variable, corresponds to genes
whose activation was maximal at 60 nm cryptogein and then
decreased for higher concentrations.
Cryptogein-induced enhancement of
transcription correlates with increased
activities of enzymes of the
phenylpropanoid pathway
In order to evaluate whether transcriptional activation
was correlated with the activation of the corresponding
enzymes, we assayed the enzymatic activities of PAL and
CCoAOMT whose corresponding genes were among the
most activated. These activities were strongly increased
(2.5¥ for PAL, 6¥ for CCoAOMT) in BY2 cells challenged
with 0.1 mm cryptogein for 4 h as compared with control
cells (Fig. 5). These increases were totally inhibited when
the cells were treated by 1 mm La3+ (Fig. 5 inset). A kinetic
study showed that the cryptogein-induced increase of these
enzyme activities began as early as 30 min after elicitation
for CCoAOMT (2 h for PAL) and increased continuously
during the whole experiment (8 h). This continuous
increase is consistent with the increases in transcript
levels of the corresponding genes (Fig. 5), indicating that
cryptogein-induced enhancement of transcript accumula-
tion resulted in an increase of enzymatic activities.
Cryptogein induces accumulation of cell-wall
associated phenolic compounds
From the said results, we reasoned that the distribution of
phenolics (metabolic remodelling) might be significantly
altered in cells challenged with cryptogein. To address this
question, cells were fed with [14C(U)]-cinnamic acid and
incubated with cryptogein. After 4 h of incubation, the cell






























































Figure 4. Principal component analysis. Analysis of
transcription ratio data plus calcium-peak and calcium-plateau
values from dose-response experiments. Symbols 10nm to 1mm
represent the cryptogein concentration used in experiments.
Cry + la = Co-treatment with La3+. Planes defined by the first two
principal components are displayed.
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suspension was filtered and radioactivity was measured in
different fractions: external medium, phenolic soluble frac-
tion, non-phenolic soluble fraction and insoluble fraction
(containing insoluble phenolics). Compared with control
cells, cryptogein-treated cells showed a slight decrease of
residual radioactivity in the external medium and in the
soluble fraction containing non-phenolic compounds
(including radiolabelled free cinnamic acid), but an increase
in the insoluble fraction (Fig. 6). The variations of radioac-
tivity in the different fractions were inhibited by 1 mm La3+,
suggesting that, in line with what we showed for gene expres-
sion and enzymatic activities, the putative remodelling of
phenolic metabolism is a calcium-dependent process. The
decrease of radioactivity observed in the soluble non-
phenolic fraction and the concomitant increase measured in
the insoluble fraction in response to cryptogein strongly
suggest an accumulation of phenolics in the cell walls.
In order to identify these insoluble phenolic compounds,
cell wall pellets were hydrolyzed with NaOH in order to
release associated esterified phenolics that were further
analysed by MS/MS. Intermediate compounds of the ‘core’
phenylpropanoid pathway were found to be significantly
increased in cryptogein-treated samples as compared with
controls, that is, p-coumaric acid, ferulic acid and 5-hydroxy-
ferulic acid which was found only as traces in control
samples but at a high level in cryptogein-treated cells. In
addition, a small increase in 4-hydroxybenzaldehyde was
also observed in treated cells (Table 1).
Calcium controls the
cryptogein-induced response
The data reported previously are consistent with the exist-
ence of non-linear relationships between different steps of
cryptogein signalling in tobacco cells and highlight the
crucial role of the steps associated with the generation of
the calcium signature. They further suggest the possible
coexistence of regulatory modules differing in their sensi-
tivity to calcium and/or effector concentration, and able to
modulate the response at the transcriptional level. These
results raise questions on the respective roles of the two
phases of the cryptogein-induced calcium signature and on
the potential involvement of calcium sensor proteins.
To address these questions, we disturbed the cryptogein-
induced response either by modulating the calcium
response at a key step of the time course, or by using inhibi-
tors of calcium-sensor proteins, and we further investigated
the effects of these perturbations on the transcript levels of
representative genes.
Sustained calcium elevation plays a key role in
the cryptogein-induced response
In order to determine the relative importance of the tran-
sient peak and of the sustained phase of calcium elevation
(plateau) in cryptogein-induced transcriptional regulation,



















































Figure 5. Time course of relative enzymatic activities of PAL
and CCoAOMT. Activities were measured in total protein
extracts from cells challenged with 0.1 mm cryptogein: PAL (white
squares) and CCoAOMT (black circles). Bars: relative transcript
levels of CCoAOMT (black bars) and PAL (white bars). Inset:
Effect of 1mm La3+ on PAL and CCoAOMT activities measured
after a 4-h treatment. Enzyme activities are expressed relative to

























Figure 6. Distribution of radioactivity in tobacco BY-2 cell
suspensions incubated for 4 h with [14C(U)]-cinnamic acid. At
t = 0 h, cells were treated with water (control, white bar), 0.1 mm
cryptogein (black bar) or 0.1 mm cryptogein + 1 mm La3+ (grey
bar). Relative radioactivity is expressed as the ratio of the
activity measured in one compartment over the total
radioactivity added to the cell suspension. Means SE (n = 3).
Table 1. Cryptogein effect on the accumulation of insoluble
phenolic compounds in tobacco BY-2 cells
Phenolic compound Ratio (mean  SE) P value
p-coumaric acid 3.3 1.0 0.04
ferulic acid 1.9  0.3 0.05
5-hydroxyferulic acid 184 112 0.005
4-hydrobenzaldehyde 1.8 0.3 0.06
For each compound, ratio between treated versus control cells was
calculated based on their relative amounts measured by MS/MS.
Data are means and standard errors from four independent experi-
ments. Paired-t-test was used for statistical comparisons between
amounts (Log transformed).
Ca2+-dependent remodelling of phenylpropanoid metabolism 7





Figure S4. Cytosolic calcium variations induced in tobacco BY-2 cells by calmodulin 
interactors. 





Figure S5. Role of the different components of the calcium signature in the cryptogein 
induced cell death. 
Tobacco BY2 cells were treated for 24 hours with 0,1 µM cryptogein. 1 mM LaCl3 was 
added either at the same time than cryptogein either 10 minutes after cryptogein treatment. 
Relative viability of treated cells to that of control cells is showed (means ± SE of three 
experiments). 
  
treatment, thus suppressing the whole calcium response
(dark grey curve, Fig. 7a), or 10 min after cryptogein treat-
ment (arrow) in order to maintain the first peak while sup-
pressing the sustained plateau (light grey curve, Fig. 7a).
After a 3-h treatment,we measured the accumulated level of
transcripts of phenylpropanoid genes in each condition
(Fig. 7b), and cell viability after 24 h (Fig. S5).
Adding lanthanum just before or 10 min after the cryp-
togein treatment resulted in both cases in a strong reduc-
tion of transcript levels of PAL, HCT or CCoAOMT
(Fig. 7b) as compared with cryptogein treatment alone
(see also Fig. 3a). Furthermore, no significant difference
(P = 0.05) was observed between the inhibitory effects
of the two treatments with lanthanum. In contrast,
cryptogein-induced accumulation of transcripts of C4H,
4CL, C3H, COMT and CCR was only slightly modified by
the addition of lanthanum after 10 min, suggesting that
transcriptional regulation of these genes is mainly depen-
dent of the early calcium influx. It is noteworthy that these
two subsets of genes are identical to those identified by
the PCA, suggesting a possible link between the intensity
of the stimulus (PCA; Fig. 4), the two different phases of
the calcium response (Fig. 7) and gene expression.
Regulators with low and high affinity for
calcium control the transcriptional response
To assess the possibility of regulatory effects downstream
of the calcium signal, we evaluated the effects of com-
pounds able to interact with calmodulins or CaM-like pro-
teins on cryptogein-induced responses. We used W-13,
known as a calmodulin inhibitor (Kd = 50 mm), and W-12
(a molecule of the same family as W-13 with a H/Cl sub-
stitution and a lower affinity for CaM, Kd = 250 mm), as
negative control.
By themselves, these drugs provoked changes in cellular
calcium (Dagher et al. 2008) but in a differential manner
(Fig. S4). Within 2 min, the calmodulin inhibitor W-13
induced a transient dose-dependent increase in cytosolic
calcium, followed by a rapid decrease to the resting level.
In contrast, W-12, here considered as the negative coun-
terpart of W-13, induced significantly lower calcium varia-
tions in the cytosol. In subsequent experiments, these two
compounds were used at a final concentration of 50 mm for
which the calcium level returned to the basal level within
10 min. In order to investigate the effect of these two
drugs either on the calcium response or on the transcrip-
tional response induced by cryptogein, W-13 or W-12 were
added to the cell suspension 10 min before cryptogein
treatment. Then, cytosolic calcium variations were
recorded for 15 min, and the cells were collected after 4 h
for transcriptional analysis. The calcium response induced
by high concentrations of cryptogein (0.25 mm and above)
was not modified by either inhibitor, but when cryptogein
was added at low concentrations (<50 nm), the sustained
calcium elevation (plateau value), and to a lesser extent
the peak value, were significantly increased by W13
(Fig. 8a), but not by W12 (not shown). When added alone,
these compounds had no effect on the transcript level of
phenylpropanoid genes (not shown). When added before
cryptogein-treatment, they had no effect on the transcript
increase induced by concentrations of cryptogein above
100 nm, but a strong enhancement of the cryptogein effect
was mediated by the CaM inhibitors at low concentrations
of cryptogein, that is, 25 nm (Fig. 8b). As expected, this
effect was higher with the calmodulin inhibitor W-13 than
with its negative counterpart W-12.
These results confirm the importance of the plateau
phase of the calcium signature in the increase of transcript
levels induced by cryptogein. Furthermore, the differential
effect of anti-CaM compounds, between low and high cryp-
togein treatments, is consistent with the hypothesis that two
calcium decoding modules, one with low affinity and the
other with high affinity for calcium, are involved in the
regulation of this response.
Modelling the coupling between
cryptogein-induced calcium and
transcriptional responses
The results presented previously show the existence of












































Figure 7. Effect of inhibiting calcium influx on cryptogein-
induced calcium variations (a) and transcript accumulation (b) in
tobacco BY-2 cells. 1 mm La3+ was added at t = 0 (black line and
black bars) or t = 10 min (grey line and grey bars) after treating
cells with 0.5 mm cryptogein. In (b), data are expressed as the per-
centage of inhibition of the transcript accumulation induced by
cryptogein alone (means SE of three experiments).
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Figure S6. Mathematical formulation of the model described Fig 9. 
  
cryptogein-induced calcium signature and the transcrip-
tional response: the calcium-plateau value correlates posi-
tively with transcript accumulation, while an increase of the
calcium-peak value above a threshold correlates negatively
with transcript accumulation. Furthermore, they support
the hypothesis of two decoding modules (involving differ-
ent calcium sensors) able to modulate the response to cryp-
togein and which could explain the observed correlations.
To test this hypothesis and verify its coherence with the
experimental data, we used computer modelling and built a
model of the non-linear system coupling the cryptogein
signal to calcium and transcriptional regulation. The model
can be described as follows (see scheme in Fig. 9).
The perception of cryptogein triggers opening of calcium
channels, which results in an influx of external calcium. This
calcium influx activates calcium-dependent mechanisms
that depend upon the strength of the stimulus (= cryptogein
concentration). At low concentrations of cryptogein
(10–50 nm), the concerted activation of calcium channels
and transporters results in a small but sustained elevation of
free cytosolic calcium concentration (= plateau value). This
increase (or influx) is nevertheless sufficient to activate
calcium-sensors belonging to a high affinity decoding
module (module 1), which in turn will enhance transcrip-
tion of response genes. For higher cryptogein concentra-
tions (>50 nm), the larger calcium influx triggers the release
of calcium from internal stores and/or the opening of addi-
tional plasma-membrane calcium channels, resulting in a
large transient increase of cytosolic calcium (= peak value)
followed by a slow return to the plateau value through the
action of homeostatic mechanisms. This has two conse-
quences: (1) the activation of high affinity module 1 because
of sustained calcium elevation, and thus differential expres-
sion of responsive genes; and (2) the activation of other
calcium responsive effectors of a low-affinity module
(module 2), which has an inhibitory effect on the transcrip-
tion of the same genes. This results in equilibrium between
activation-inhibition mechanisms through the activation of
these two modules, linking the transcriptional response to
the cryptogein concentration in a non-linear manner.
We used a simple phenomenological approach to formal-
ize this model using a two-component system derived from
chemical binding kinetics (Fig. S6). In this model, each com-
ponent (modules 1 and 2) is characterized by an ‘apparent’
affinity constant for cryptogein (K1 and K2, respectively), a
parameter defining its maximum activity (S1 and S2, respec-
tively), and a Hill coefficient (n1 and n2, respectively) to
account for cooperativity. This model integrates, in a simple
way, all the steps between cryptogein binding and transcrip-
tional activation, and thus its parameters depend implicitly
on the characteristics of the calcium decoding modules.
This model fits well to experimental dose-response
curves obtained for the transcription of PAL, HCT and
CCoAOMT (Fig. 10a). Interestingly, the K-values for cryp-
togein estimated for each component were both very close
to the Km value of the dose-response curve observed for
the calcium plateau (30 nm), which is in the range of IC50
values measured for cryptogein binding to its receptor. In
order to test the model further, we used it to fit the effect of
calmodulin inhibitors on cryptogein-induced transcription.
A good fit to experimental curves was obtained (Fig. 10b)
by increasing the affinity parameter K1 that corresponds to
the ‘apparent’ affinity of the ‘activation’ module (the other
parameters being held constant). Interestingly, the K1 value
estimated for the W13 experimental curve was greater than
its value estimated for W12.
The hypothetical mechanisms at the basis of this simple
model seem to be sufficient not only to fit dose-response
curves but also to the effect of anti-calmodulin compounds
on the transcriptional response to cryptogein. It is worth
noting that this model was built on assumptions derived
from observed correlations between calcium and expres-
sion data only. However, by modifying only two parameter
values, the model was able to simulate (at least qualita-
tively) the effect of anti-calmodulin compounds. Consider-




































Figure 8. Effects of calmodulin inhibitors W12 and W13 on the
cryptogein-response. (a) Effects of W13 preincubation on the
cryoptogein-induced calcium signature. Bullets: 50 nm cryptogein;
empty bullets: 50 mm W13 + 50 nm cryptogein; square: 250 nm
cryptogein; empty square: 50 mm W13 + 250 nm cryptogein
(means  SE of 2 replicates). (b) Effects of W12 (negative
control) and W13 preincubation on cryptogein-induced
CCoAOMT transcript accumulation. Control (white bar), W12
(grey bar) and W13 (black bar). Inhibitors (50 mm) were added to
cells 10 min before cryptogein. Data are representative of two
independent experiments.
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derive the model, this last result is in some extent a first step
in the validation of this model.
DISCUSSION
In this work, our aim was to build an integrated view of the
relationships linking the calcium response to the short-term
responses induced at the transcriptional and metabolic
levels by the necrotizing elicitor cryptogein in BY-2 cells.
For this purpose, we first carried out a quantitative analysis
of the biological responses at different levels, and then
exploited these data to propose a simple coupling model
between calcium variations and transcriptional regulation
of genes of the phenylpropanoid pathway.
Cryptogein increases transcription of most
genes of the phenylpropanoid pathway
In BY-2 cells, cryptogein induced an increase of transcript
levels for most of the genes of the phenylpropanoid
pathway, with expression ratios ranging from 4 (e.g. C4H) to
more than 100 (e.g. CCoAOMT), but with the noticeable
exception of CAD, which catalyzes the last step leading to
lignin monomers, which was not induced or was even
repressed for high concentrations of elicitor. These tran-
scriptional responses occurred early after elicitation (less
than 30 min for the most activated gene CCoAOMT) and
transcript accumulation continued increasing for several
hours, reaching a maximum after 4 h for PAL, HCT and
CCoAOMT. For other activated phenylpropanoid genes
like COMT, their transcripts continued to accumulate for at
least 8 h after treatment. Depending on the gene, these
responses were totally or partially, suppressed when
calcium influx was blocked by lanthanum. This is consistent
with the calcium-dependence of the biological responses to
cryptogein shown in previous works (Lecourieux et al.
2002).
Figure 9. Proposed model for
regulation of cryptogein-induced














































Figure 10. Fits of the two-component model described in Fig. 9
to experimental data. (a) Dose-response curves for transcript
accumulation of PAL (circle), HCT (triangle) and CCoAOMT
(square) induced by a 4-h treatment with cryptogein. (b) Effect
of anti-CaM compounds on CCoAOMT transcript accumulation
induced by cryptogein: control (circle), W-12 pre-treatment
(triangle), W-13 pre-treatment (square). Experimental data
(symbols) and theoretical curves (lines). Parameter values are
given in Fig. S6.
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An increased accumulation of transcripts of genes coding
for key enzymes of the phenylpropanoid pathway (PAL,
4CL, CCoAOMT, C4H) in response to elicitors has been
previously reported in various plant species (Kauss et al.
1993;Dixon & Paiva 1995;Suzuki et al.2003;Hano et al.2006;
Shinya et al. 2007). In particular, cryptogein activates tran-
scription of the PAL gene in tobacco cells (Suty et al. 1995;
Lecourieux et al. 2002). In this work, we extended the study
to a larger set of genes belonging to the phenylpropanoid
pathway and quantified corresponding transcript levels.
The transcription of HSR203J, a marker of hypersensitive
response in tobacco (Pontier et al. 1994), was strongly
increased by the cryptogein treatment as previously shown
(Lecourieux et al. 2002). In contrast, PR1 and PR3, two
genes involved in defence responses through the salicylic
acid pathway (Ward et al. 1991; Keller et al. 1996a), were not
differentially expressed in BY-2 cells. This is in agreement
with the known biological effect of cryptogein in tobacco,
which induces cell death through a hypersensitive response,
while the salicylic pathway has been shown not to be
involved in the HR response (Keller et al. 1996a).
Phenolic metabolism changes in response
to cryptogein
In tobacco BY-2 cells, cryptogein induced an early accumu-
lation of cell-wall-bound phenolic compounds (p-coumaric
acid, ferulic acid, 5-hydroxyferulic acid, 4-hydroxy-
benzaldehyde), whereas no consistent variation of free
soluble phenolics was detected after a 4-h treatment. The
accumulation of cell-wall-bound phenylpropanoid deriva-
tives has often been described as a form of biochemical
defence in response to elicitors. For instance, Bolwell et al.
(1985) reported an accumulation of phenolic material bound
to cellulosic and hemi-cellulosic fractions and of free
hydroxycinnamic acids in bean cells. Some of the phenolic-
bound esters identified in this study were also found in cells
treated with elicitor fractions from other oomycetes. It is
the case of extracts from Phytophthora megasperma that
induced accumulation of cell-wall-bound 4-coumaric acid,
ferulic acid, 4-hydroxybenzoic acid, 4-hydroxybenzaldehyde
and vanillin (Kauss et al. 1993). Cell-wall-bound 4-
hydroxybenzaldehyde and tyramine amides were also
detected in suspension cultures of potato treated with an
elicitor extract of Phytosphora infestans (Keller et al.1996b).
Because in response to cryptogein, CAD transcript levels
are slightly down-regulated whereas most upstream genes
are up-regulated, it is conceivable that the CAD substrate
(coniferaldehyde) could not (at least in part) be converted
into coniferyl alcohol, but rather redirected to ferulic acid
by oxidation. Such a hydroxycinnamaldehyde dehydroge-
nase (REF1,AtALDH2C4) activity has been demonstrated
in Arabidopsis thaliana (Nair et al. 2004). The identification
of this enzyme inverted the conventional model of flux,
ferulate and sinapate being products of coniferaldehyde
and sinapaldehyde oxidation, rather than being precursors
in their synthesis. In support of the hypothesis that cell-wall-
bound ferulate could originate from coniferaldehyde, we
recently identified within the publicly available tobacco
databases, a sequence highly homologous to AtALDH2C4.
Furthermore, we have shown that this gene was significantly
over-expressed by five times in BY-2 cells challenged with
cryptogein (Amelot et al., unpublished data).
An increased amount of 4-hydroxybenzaldehyde was also
observed in cryptogein-treated cells. Although the origin of
this compound is unknown, one could hypothesize the exist-
ence of a 4-hydroxybenzaldehyde synthase activity in
tobacco. Such a synthase activity, which converts 4-coumaric
acid to hydroxybenzaldehyde,was found in tissue cultures of
Vanilla planifolia (Podstolski et al. 2002) and in hairy root
cultures of Daucus carota (Sircar & Mitra 2008).
Taken together, our results clearly show a reorientation
of the phenylpropanoid metabolism in response to cryp-
togein, resulting in the incorporation of new cell wall phe-
nolic compounds which likely reinforce the cell wall barrier.
Moreover, they suggest a new possible route accounting for
the accumulation of ferulic acid in tobacco BY-2 cells.
Calcium controls the
cryptogein-induced responses
Our results showed that the phenylpropanoid genes belong
to two distinct subsets that respond differentially to cryp-
togein treatment.The regulation of these two subsets differs
by their sensitivity to stimulus intensity (i.e. cryptogein con-
centration) as well as by their correlation with one particu-
lar phase of the calcium signature (peak and/or plateau).
Indeed, the long-lasting influx of calcium responsible for
the sustained increased level of cytosolic calcium (plateau)
is necessary for the appropriate transcriptional response of
genes induced by low concentrations of cryptogein (i.e.
PAL, HCT and CCoAOMT). Thus, a positive correlation is
observed at low cryptogein concentrations between the sus-
tained calcium elevation and transcript accumulation of
these genes, while at higher concentrations the calcium
peak value was negatively correlated with transcription. On
the other hand, the activation of C4H, 4CL, C3H, COMT
and CCR genes seems to rely on higher cryptogein concen-
trations. Furthermore, it appears that the early phase of the
calcium response is mainly responsible for their transcrip-
tional response. Such differential responsiveness to calcium
response would allow the plant to selectively activate genes
of the phenylpropanoid pathway.
To explain these results, one might consider that different
calcium stores involved in the generation of the cryptogein-
induced calcium signature (Lecourieux et al. 2002; Kadota
et al. 2004; Garcia-Brügger et al. 2006) contribute differently
to the subsequent biological responses. However, computer
simulations of our two-component model rather suggest the
existence of two different calcium decoding modules, with
low and high affinity for calcium, associated with the main
calcium peak and the sustained phase (plateau), respec-
tively, and displaying either an inhibiting or an activating
effect.
This model is also supported by the specific effect of
calmodulin inhibitor W13 on the transcriptional response
Ca2+-dependent remodelling of phenylpropanoid metabolism 11
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to low cryptogein concentrations only, which suggests the
involvement of calmodulins or calmodulin-like proteins in
the transduction process.This effect could be simulated with
our model by increasing the value of the ‘apparent’ affinity
coefficient of the ‘activation’ component (Fig. 10). One may
thus hypothesize that W13 inhibits calcium-binding proteins
(such as CaMs,CMLs or potentially other EF-hand proteins)
involved either in the control of calcium homeostasis (chan-
nels or pumps) and/or in signal transduction. It is known that
some Ca-channels are regulated by calmodulin (Tadross,
Dick & Yue 2008); Ca2+-CaM is also involved in the control
of calcium pumps (Boursiac & Harper 2007).Thus,according
to our model, increasing the channel activity or inhibiting
pump activity would result in an increase of the calcium-
resting level (plateau value), which could in turn activate
calcium-dependent transcription complexes.When the cryp-
togein concentration is higher (> 0.1 mm), activation is al-
ready at its maximum, and thus cannot be enhanced further,
but for genes like PAL or CCoAOMT, inhibition can still be
increased, leading to a transcriptional response lower than
the one obtained at low cryptogein. Globally, anti-CaMs
appear to shift the cryptogein concentration at which the
transcriptional response is maximal towards lower values.
The non-linear relationship between the calcium signal
and downstream responses highlights the complex regula-
tory properties of calcium and reinforces the concept of
calcium signature, considered here as an ‘observable’ giving
an overview at the whole population level of the underlying
calcium-dependent processes thought to encode/decode
information required for the specificity of the final resp-
onses. As the calcium signature observed at the level of a
population represents the integral of calcium signals occur-
ring in each individual cell, the possibility to measure
calcium signals at the single cell level will be invaluable to
further interpret the observed data at the mechanistic level.
Finally, the identification of calcium- or CaM-dependent
transcription factors involved in the regulation of genes of
the phenylpropanoid pathway in tobacco should bring new
insights in understanding cryptogein signalling.
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Dans cette partie sont présentés des résultats complémentaires à ceux de la publication 
1 sur l’implication du métabolisme des phénylpropanoïdes dans les réponses à la cryptogéine. 
Ils concernent notamment l’estimation de la teneur en CCoAOMT dans des cellules de tabac 
BY2 élicitées, l’étude de la synthèse des composés phénoliques solubles et volatils en réponse 
à  la cryptogéine et les premiers résultats d’un travail s’attachant à visualiser les modifications 
pariétales des cellules de tabac en réponse à une élicitation. Enfin, je montre les résultats issus 
d’une analyse comparative entre les effets d’une élicitation par la cryptogéine (induisant une 
HR) et les effets d’une élicitation par les oligogalacturonates (n’induisant pas une HR) sur le 
métabolisme des phénylpropanoïdes.  
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II.2.2 Matériel et méthodes 
 
II.2.2.1 Traitements au cycloheximide  
 
 Le Cycloheximide (CHX ; Sigma-Aldrich) est dissous dans de l’éthanol 50% à une 
concentration de 50 mM. Cette solution stock est conservée à -20°C. Pour le traitement des 
cellules de tabac BY-2, le CHX est utilisé à une concentration finale de 50 µM. Les cellules 
sont traitées pendant 30 minutes avec le CHX préalablement aux traitements contrôle H2O ou 
cryptogéine. 
  
II.2.2.2 Immunodétection de la CCoAOMT 
 
 Des suspensions cellulaires de tabac BY2 ont été traitées pendant 4 heures avec 0.1 
µM de cryptogéine, 1 mM de LaCl3, 0.1 µM de cryptogéine + 1 mM de LaCl3 ou de l’H2O et 
ont été récoltées comme décrit précédemment (II.1.5).  
 Les cellules ainsi récoltées et filtrées ont été broyées dans un mortier avec de l’azote 
liquide. La poudre obtenue a été transférée dans un eppendorf 1,5 ml contenant 500 µl de 
tampon de lyse (50 mM Hepes KOH pH 7,5 ; 10 mM MgCl2 ; 1 mM DTT ; 100 µM PMSF ; 2 
µM de leupeptine et 100 µl d’antiprotéase Sigma P9599). Le lysat est centrifugé à 3000 rpm 
et à 4°C pendant 30 minutes, le surnageant récupéré est aliquoté et conservé à -80°C.  
 L’électrophorèse SDS-PAGE a été effectuée selon la méthode de Laemmli (Laemmli 
1970). Une fois dénaturés 5 minutes à 100°C, les échantillons protéiques ont été déposés sur 
un gel de polyacrylamide composé d’un gel de séparation à 12,5% et d’un gel de 
concentration à 4%. La migration s’est effectuée à ampérage constant de 15 mA dans du 
tampon d’électrophorèse (25 mM Tris ; 192 mM Glycine ; 0,1% SDS). 
 Après séparation par électrophorèse, les échantillons protéiques sont transférés sur 
membrane de nitrocellulose pendant 2 heures et 15 minutes à 75 V dans du tampon de 
transfert (25 mM Tris ; 0,19 M Glycine ; 20% méthanol).  Après transfert, les protéines sont 
révélées avec une solution de rouge Ponceau (0,1% dans de l’acide acétique à 5%).  
La membrane est ensuite incubée une nuit dans du TTBS (25 mM Tris-HCl pH 7 ; 0,5 
M NaCl ; 0,1% Tween 20) additionné de lait en poudre (5% Régilait) afin de saturer les sites 
non spécifiques de la membrane. Après 3 rinçages de 10 minutes dans du tampon TTBS, la 
membrane est incubée sous agitation pendant 1 heure à température ambiante avec la solution 
d’anticorps primaires (anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la CCoAOMT-1 de tabac 
fournis par M. Legrand de l’IBMP de Strasbourg) dilués au 1/10 000ème dans du tampon 
TTBS contenant également 1 mg/ml de BSA et 0.02% d’azide. Après 3 lavages de 10 
minutes, la membrane est incubée 1 heure à température ambiante avec la solution d’anticorps 
secondaires couplés à la HRP (HorseRadish Peroxydase) dilués au 1/5 000
ème
 dans du TTBS 
+ 5% de lait en poudre (Régilait). 
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Les complexes formés lors de l’immunodétection sont révélés par chimioluminescence 
avec le réactif ECL (Enhanced Chemiluminescence, Amersham Biosciences). Les membranes 
sont ensuite placées dans une cassette en contact avec un film d’autoradiographie (Kodak 
Biomax MR Film) pour 5 minutes, 20 minutes ou toute une nuit. 
 
II.2.2.3 Extraction et analyse des composés phénoliques totaux solubles. 
 
Des cellules de tabac BY2, traitées pendant 4 heures avec de l’H2O ou avec 0,5 µM de 
cryptogéine, ont été récoltées selon la méthode décrite en II.1.5. Ces cellules ont été broyées à 
l’azote liquide et les composés solubles extraits de la poudre résultante dans 5 ml d’EtOH 
80%. Après une incubation de 30 minutes à 4°C et une centrifugation à froid de 10 minutes à 
4000 rpm, l’extrait a été soumis à évaporation afin d’éliminer la fraction éthanolique et le 
volume réajusté à 5 ml de H2O. Les échantillons sont ensuite congelés à -20°C. 
Afin de déterminer la quantité totale de composés phénoliques solubles accumulés, 
une analyse selon la méthode de Folin-Ciocalteu a été menée (Slinkard et Singleton 1977). 
Les composés phénoliques sont dosés par mesure de l’absorption à 760 nm et par 
comparaison à une courbe standard réalisée avec des quantités connues d’un composé 
standard (acide gallique).  
 Une analyse en HPLC a ensuite été entreprise afin d’identifier ces composés 
phénoliques solubles par méthode de comparaison des standards. Les échantillons filtrés (0,45 
µm, Whatman) ont été analysés au cours de « runs » de 60 minutes sur une colonne de silice 
C18 (Waters Nova-Pack C18 4µM 4.6*250 mm) montée sur une HPLC (Spectra Physics) 
comprenant une pompe SP 8800 et un détecteur à UV (Spectra UV 100). Les composés ont 
été détectés à 340 nm au fur et à mesure de leur élution dans les solvants suivants : solvant A 
méthanol/H2O/acide acétique 10/88/2 et solvant B méthanol/H2O/acide acétique 88/10/2, et 
selon les étapes suivantes : 100% solvant A au démarrage de l’analyse puis 70% solvant 
A/30% solvant B après 35 minutes, 34% solvant A et 66% solvant B à 50 minutes et 100% 
solvant B à 55 minutes. 
 Une confirmation de l’identification des échantillons par LC-MS a par la suite été 
menée selon la même méthode que celle décrite au paragraphe II.1.5.  
 
II.2.2.4 Etude et mesure de la formation de composés volatils. 
 
Des cellules de tabac BY2 ont été traitées pendant 4 heures avec de l’H2O ou 0,1 µM 
de cryptogéine. L’analyse de l’expression des gènes NtAADC1A et NtAADC2, orthologues 
putatifs de gènes impliqués dans la formation de composés volatils chez la tomate a été 
réalisée selon le même protocole que précédemment (cf. Chapitre II.1.5). Les paires 
d’amorces utilisées et la taille de l’amplicon sont indiquées sur le tableau II-S1.  
La formation de composés volatils par éventuelle décarboxylation de la phénylalanine 
ou de l’acide cinnamique (cf. figure I-36) a été détectée par captage du 14CO2  émis par des 
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suspensions cellulaires incubées avec de la [
14
C(U)]-L-Phénylalanine ou de l’acide  [14C(U)]-
Cinnamique (marqués uniformément). Le 
14
CO2 émis a été capté sur un papier filtre imbibé 
par 40 µl de KOH 1 M et maintenu dans l’espace de tête situé au dessus de la suspension 
cellulaire durant la totalité de l’expérience réalisée dans des récipients hermétiquement clos. 
En fin d’expérience, le papier filtre a été transféré dans une fiole de comptage contenant 1 ml 
H2O auquel ont été ajoutés 8 ml de liquide scintillant (Ready safe, Beckman) puis la 
radioactivité mesurée au compteur à scintillation. 
 
II.2.2.5 Analyses microscopiques 
 
 Préparation des échantillons pour la microscopie 
 
1,5 ml de cellules de tabac BY2 ont été traitées pendant 4, 8 ou 12 heures avec 0,1 µM 
de cryptogéine, prélevées, fixées 1 heure dans un tampon Cacodylate de Sodium 0,1 µM pH 
7,5 additionné de glutaraldéhyde à 2,5% puis conservées à 4°C. 200 µl de cellules fixées sont 
ensuite déposées sur une lame à puits sur lesquelles 0,5 ml d’agarose bas point de fusion à 5% 
a été rajouté. Après solidification de la goutte, les échantillons sont ensuite déshydratés par 
bains successifs d’éthanol 20, 40, 60 et 80 % de 2 x 15 minutes chacun. Finalement, les 
échantillons sont placés 1 heure dans de l’éthanol absolu, puis enrésinés progressivement dans 
de la résine LRWhite (8 heures dans un mélange LRWhite 25% / EtOH 75%, 15 heures dans 
un mélange LRWhite 50% / EtOH 50%, 8 heures dans un mélange LRWhite 75% / EtOH 
25% et 15 heures dans du LRWhite 100%). Les échantillons sont ensuite placés dans des 
gélules de petite taille remplies de LRWhite pur et polymérisés à 70°C pendant 16 heures. 
 
Analyse de l’autofluorescence des cellules 
 
Des coupes semi-fines (1 µm) de cellules fixées ont été observées en épifluorescence à 
l’aide d’un microscope à champ large (DMIRB, Leïca, Microsystems, Wetzlar, Germany) 
équipé d’un objectif 40X et d’un bloc filtre pour la fluorescence (excitation 340-380 nm, 
émission 425 nm). Les images ont été acquises avec une caméra couleur tri-CCD CoolView 
(Photonic Sciences, UK).  
 
 Coloration au bleu de toluidine 
 
Des coupes semi-fines (1 µm) des échantillons contenus dans les gélules ont été 
réalisées (Ultracut E, Reichert-Jung, Capovani Brothers Inc., Scotia, USA) et colorées 
pendant 30 secondes à 60°C par du bleu de toluidine 0,5% en solution dans du carbonate de 
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II.2.2.6 Mesure du taux de mort cellulaire dans des cellules de tabac BY2. 
 
La viabilité cellulaire a été mesurée à l’aide d’un marqueur de viabilité fluorescent : le 
Di Acétate de Fluorescéine (FDA)  selon une méthode décrite par Lachaud et al. (2010a). Les 
cellules de tabac ont été préparées selon le protocole décrit au chapitre II.1.5 puis après 
traitement resuspendues à un PCV de 10% dans le même tampon additionné de Ficoll (w/v 
10%) pour éviter leur sédimentation pendant la mesure. Pour la mesure, 2 ml de suspension 
cellulaire ont été déposés dans une cuve en quartz de 4 ml munie d’un barreau magnétique 
permettant l’agitation continue des cellules. Après l’ajout de 0,001% (w/v) de FDA, 
l’intensité de la fluorescence a été mesurée toutes les 30 secondes pendant 2 minutes avec un 
spectrofluorimètre SFM 25 (Kontron Instruments) à une longueur d’onde d’excitation de 493 
nm et une longueur d’onde d’émission de 510 nm. La pente de la courbe (= taux 
d’augmentation de la fluorescence) qui dépend de la vitesse de désestérification de la sonde 
est proportionnelle au nombre de cellules viables dans l’échantillon. La viabilité cellulaire 
relative d’un échantillon cellulaire à un temps t après un traitement donné est calculée comme 
le ratio entre le taux d’augmentation de fluorescence mesurée dans l’échantillon traité et le 
taux mesuré dans un échantillon témoin. 
  
 





II.2.3.1 Analyse des niveaux de transcrits des gènes du métabolisme des 
phénylpropanoïdes : résultats complémentaires. 
 
 L’induction des gènes nécessite une néo-synthèse protéique 
 
Le cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthèse protéique, a été utilisé pour 
déterminer si l’augmentation par la cryptogéine du nombre de transcrits des gènes de la voie 
des phénylpropanoïdes induite par la cryptogéine requérait une néo-synthèse protéique. Des 
cellules de tabac BY2 ont été pré-incubées pendant 30 minutes en présence de 50 µM de CHX 
avant d’être traitées avec 0,1 µM de cryptogéine pendant 3 heures. Tous les gènes testés sont 
activés en réponse à la cryptogéine, ainsi que cela a déjà été montré, alors que le prétraitement 
au CHX inhibe quasi-totalement l’induction cryptogéine-dépendante des gènes (figure S2). 
Ainsi, l’induction par la cryptogéine du gène CCoAOMT est inhibée à 95% par le 
prétraitement au CHX, suggérant que l’augmentation du niveau de transcrits suite à la 
perception de la cryptogéine nécessite la mise en place d’une synthèse protéique de novo. 
  
Induction différentielle de gènes codant des isoformes d’enzymes clés de la 
voie des phénylpropanoïdes 
 
Il est connu que, dans la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes, plusieurs 
isoformes d’une enzyme donnée coexistent et sont activées différentiellement selon les  
stimuli perçus. Nous avons donc étudié le profil d’expression de gènes codant des isoformes 
de trois enzymes de la voie : PAL, CCoAOMT et 4CL. Pour cela, nous avons généré des 
amorces spécifiques de chaque isoforme en ciblant la partie 3’UTR du gène correspondant (cf. 
tableau S1). 
En réponse à la cryptogéine, le niveau de transcrits de l’isoforme A de la PAL est 
beaucoup plus augmenté (20x) que celui de l’isoforme B qui ne l’est que faiblement (2x). En 
ce qui concerne la 4CL, seuls les transcrits de l’isoforme 2 sont accumulés contrairement à 
ceux de l’isoforme 1 qui restent au même niveau que chez les témoins. En ce qui concerne la 
CCoAOMT, les transcrits des gènes codant les 4 isoformes de la classe I sont fortement 
augmentés (100x) par la cryptogéine (figure S3) alors que ceux des CCoAOMT 5 (classe II) 
et 6 (classe III) ne le sont que très peu (2x) ou moyennement (8x). Ces données confirment 
l’existence d’une spécificité de réponse selon le stimulus, encodée au niveau transcriptionnel 







Figure II-1. Immunodétection de la CCoAOMT par Western Blot. 
Les protéines ont été extraites de cellules de tabac BY-2 traitées avec de l’H2O (Tém), 1 µM 
de cryptogéine (C.), 1 µM de cryptogéine + 1 mM de La
3+
 (CL) ou 1 mM de La
3+
 seul (L). 8 
µg d’extraits protéiques totaux ont été déposés sur chaque piste. (A) Coloration au rouge 
Ponceau du gel d’électrophorèse. (B) Immunodétection de la CCoAOMT (Western blot). 




Figure II-2. Dosage des composés phénoliques solubles totaux dans des cellules de tabac 
BY2. 
Analyse par la méthode de Folin-Ciocalteu de fractions phénoliques extraites de cellules de 
tabac BY-2 traitées par de l’H2O ou 0,5 µM de cryptogéine. Les données sont exprimées 
































Chapitre II. CRYPTOGEINE ET METABOLISME DES PHENYLPROPANOIDES 
79 
 
II.2.3.2 La protéine CCoAOMT s’accumule en réponse à la cryptogéine. 
 
Les travaux présentés dans la première partie de ce chapitre nous ont permis 
d’identifier les transcrits du gène CCoAOMT comme étant les plus fortement accumulés au 
sein de la voie des phénylpropanoïdes en réponse à un traitement cryptogéine (cf. figure 3). 
Par ailleurs, nous avons montré que l’activité enzymatique de la CCoAOMT était également 
augmentée en réponse à la cryptogéine (près de 6x la valeur témoin, cf. figure 5). Afin de 
vérifier que ces augmentations du nombre de transcrits et d’activité enzymatique étaient bien 
corrélées à une synthèse accrue de la protéine, nous avons réalisé, par immunodétection à 
l’aide d’anticorps spécifiques (fournis par l’équipe de M. Legrand, IBMP Strasbourg), une 
estimation comparative des quantités de CCoAOMT dans des extraits protéiques de cellules 
traitées et non traitées. Les protéines totales de cellules de tabac BY2 élicitées ou non par la 
cryptogéine ont été extraites et séparées par une électrophorèse monodimensionnelle en 
conditions dénaturantes (SDS-PAGE). La coloration de la membrane au rouge ponceau a 
permis de montrer l’homogénéité des dépôts et la qualité du transfert des différents extraits 
protéiques (figure II-1 A). La même membrane a été utilisée pour réaliser une 
immunodétection en Western Blot (figure II-1 B). Dans nos conditions d’expérience, une 
seule bande est détectée dans les extraits protéiques issus de cellules élicitées par la 
cryptogéine, à une taille approximative de 27KDa. Cette taille correspond parfaitement au 
poids moléculaire attendu de la CCoAOMT I de tabac (Maury et al. 1999). Bien que les 
quantités déposées soient identiques, aucune détection n’a pu être détectée dans la situation 
témoin. Il semble donc que la perception de la cryptogéine induise dans la cellule de tabac, 
non seulement une accumulation de transcrits, mais également une synthèse accrue de la 
protéine CCoAOMT. Par ailleurs, un traitement au La
3+
 conduit aux mêmes résultats qu’en 
situation témoin, i.e. une absence d’immunodétection de la protéine. Cette observation 
souligne l’importance des signaux calciques dans les réponses conduisant à la surexpression 
du gène CCoAOMT, à la sur-accumulation de la protéine correspondante ainsi qu’à 
l’augmentation de l’activité enzymatique.  
 
II.2.3.3 La cryptogéine n’induit pas l’accumulation de phénylpropanoïdes 
solubles de type phénolamines. 
 
Nous avons pu montrer par des expériences de marquage radioactif que l’ensemble du 
métabolisme des phénylpropanoïdes était perturbé par la perception d’un éliciteur fongique tel 
que la cryptogéine (cf. Chapitre II publication 1). En particulier, l’élicitation conduit à une 
forte accumulation de phénylpropanoïdes liés à la paroi, alors qu’aucune différence n’a été 
observée au niveau des composés phénoliques solubles (cf. figure 6). Le dosage global de 
composés phénoliques par la méthode de Folin-Ciocalteu dans les fractions solubles extraites 
de cellules traitées et non traitées corrobore ce dernier résultat (II-2). En effet, la compilation 
des résultats de 10 expériences biologiques indépendantes indique que dans des cellules 
 
 
Figure II-3. Cinétique d’accumulation de transcrits du gène ODC dans des cellules de 
tabac BY-2 élicitées par 0,1 µM de cryptogéine. 
Ratios de transcrits dans les cellules traitées mesurés par RT-qPCR et normalisés par rapport à 
ceux du gène de ménage 18S,  relatifs à un traitement contrôle H2O. Les données sont 




Figure II-4. Profil HPLC des phénols solubles totaux extraits de cellules de tabac BY-2 
traitées par de l’H2O ou 0,5 µM de cryptogéine. 
Les pics 2 et 4 représentent la caféoylputrescine et la féruloylputrescine respectivement. Les 
pics 1 et 3 n’ont pu être identifiés par la méthode de comparaison des standards. Un profil 
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traitées par de l’H2O la quantité de phénols solubles est en moyenne de 313 ± 21 µg / g de 
cellules (poids sec) alors que dans des cellules traitées par 0,5 µM de cryptogéine elle est en 
moyenne de 290 ± 16 µg / g. 
 
N’ayant pas observé d’effet global sur la teneur en phénols solubles, excepté dans 
quelques expériences, nous avons alors recherché d’éventuelles différences au niveau de 
certaines phénolamines, phénylpropanoïdes solubles importants pour les réponses de défense 
des plantes (cf. I.3.2.3). En particulier, les phénolamines de type CafféoylPutrescine (CP) et 
FéruloylPutrescine (FP ; regroupant un acide hydroxycinnamique et une amine à chaîne 
aliphatique, la putrescine) ont été identifiées comme étant des composés marqueurs des 
réponses au MJ (Galis et al. 2006) et aux Aaglucans (Shinya et al. 2007). Nous avons par 
ailleurs pu montrer que le gène ODC codant pour l’ornithine décarboxylase, une enzyme 
catalysant la dernière étape de la biosynthèse de la putrescine, était fortement activé en 
réponse à la cryptogéine (figure II-3). En effet, 4 heures après traitement, les transcrits ODC 
sont accumulés 22x plus en réponse à un traitement cryptogéine comparativement à un 
traitement H2O. 
 
Nous avons entrepris une étude par HPLC et LC-MS sur les mêmes extraits 
phénoliques afin de caractériser d’éventuelles différences qualitatives dans le profil des 
phénylpropanoïdes solubles synthétisés par des cellules de tabac BY2. Les profils HPLC 
obtenus à partir d’extraits phénoliques de cellules traitées à l’H2O ou à la cryptogéine sont 
extrêmement semblables (figure II-4). En particulier, il semble qu’il n’y ait aucune différence 
significative d’accumulation de CP ou de FP entre les deux traitements (pics 2 et 4 
respectivement, figure II-4). Sur l’ensemble du spectre, seul le composé élué au niveau du pic 
3 est potentiellement accumulé spécifiquement en réponse à la cryptogéine. 
Malheureusement, ce composé n’a pu être identifié par les diverses techniques employées. 
 
II.2.3.4 La cryptogéine induit-elle la synthèse  de phénylpropanoïdes volatils ? 
 
Il a été récemment montré chez la tomate que des composés volatils comme le 
phényléthanol et le phénylacétaldéhyde pouvaient être formés à partir de la décarboxylation 
de la phénylalanine (Tieman et al. 2006). Une telle réaction serait catalysée par des AADC, 
dont des orthologues putatifs ont pu être identifiés chez le tabac : NtAADC1A et NtAADC2. 
L’analyse par RT-qPCR de la transcription de ces gènes dans les cellules de tabac BY-2 
montre une accumulation majeure des transcrits en réponse à la cryptogéine (cf. figure II-5), 
de l’ordre de plusieurs centaines de fois supérieure à celle observée pour un traitement H2O. 
Ces résultats suggèrent donc une activation de la voie conduisant à la formation de composés 
volatils par décarboxylation de la phénylalanine chez le tabac en réponse à une élicitation 
fongique. Afin de vérifier l’hypothèse d’une telle formation, nous avons réalisé des essais de 
radiomarquage métabolique dans lesquels la radioactivité issue de l’incorporation de 
 
 
Figure II-5. Accumulation de transcrits des gènes AADC1A et AADC2 dans des cellules 
de tabac BY-2 élicitées par 0,1 µM de cryptogéine. 
Ratios de transcrits mesurés dans les cellules traitées par RT-qPCR et normalisés par rapport à 
ceux du gène de ménage 18S,  relatifs à un traitement contrôle H2O. Une expérience 
biologique représentative de 3 est montrée. 
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phénylalanine uniformément marquée au 
14
C a été dosée dans les différentes fractions 
cellulaires : milieu externe, fraction soluble (incluant les phénols), fraction insoluble (incluant 
les protéines et les phénols liés) et fraction volatile. 
La formation éventuelle de composés volatils a été mesurée par piégeage du 
14
CO2 
dans l’espace de tête de la suspension cellulaire par du KOH. Un contrôle négatif dans lequel 




CO2 ne pouvant être émis), a montré que la quantité de 
14
CO2 détectée était négligeable. En revanche, lorsque les cellules étaient incubées avec de la 
phénylalanine uniformément marquée au 
14
C, une petite mais significative (par rapport au 
contrôle négatif) quantité de 
14
CO2 a été mesurée à la fois chez le contrôle H2O et en réponse 
à la cryptogéine (figure II-6A). Cependant aucune différence significative n’a été observée 
entre les différents traitements, suggérant que l’émission de CO2 n’était pas modifiée par la 
perception de la cryptogéine (figure II-6A). Toutefois, la quantité de radioactivité manquante 
(= différence entre radioactivité fournie au système et radioactivité totale mesurée) étant 
systématiquement plus élevée dans les suspensions cellulaires traitées à la cryptogéine, cela 
laisse supposer un piégeage peut-être incomplet du 
14
CO2 émis.  
Afin de vérifier si l’étape de décarboxylation n’intervenait pas après transformation de 
la phénylalanine en acide cinnamique par la PAL, nous avons incubé les cellules avec de 
l’acide [14C(U)]-cinnamique et la radioactivité a été mesurée dans les mêmes fractions que 
précédemment. De manière générale, les effets de la cryptogéine sont qualitativement les 
mêmes (i.e. accumulation de phénylpropanoïdes liés à la paroi dans la fraction insoluble ; cf. 
aussi figure 6) ; quantitativement, les différences observées sont principalement dues à 
l’absence des protéines radiomarquées dans des suspensions cellulaires incubées avec de 
l’acide cinnamique en comparaison avec le marquage à la phénylalanine radioactive (figure 
II-6B). Là encore, nous avons pu observer que l’émission de 14CO2 par les suspensions 
cellulaires n’était pas significativement modifiée par un traitement à la cryptogéine (figure II-
6B), sans toutefois pouvoir éliminer l’hypothèse d’un piégeage partiel du CO2. Cette 
hypothèse permettrait d’expliquer au moins en partie l’accumulation de transcrits de AADC 
observée en réponse à la cryptogéine.  
 
II.2.3.5 La cryptogéine induit des modifications morphologiques dans des 
cellules de tabac BY2. 
 
 La cryptogéine induit l’accumulation de matériel fluorescent. 
 
Les plantes soumises à des attaques biotiques répondent par l’activation d’un certain 
nombre de réponses de défense, parmi lesquelles l’accumulation de composés 
autofluorescents (Takahashi et al. 1999) susceptibles de jouer un rôle dans l’adaptation au 
stress. Nous avons donc analysé les variations d’autofluorescence de cellules de tabac BY-2 
en réponse à la cryptogéine, soit in vivo, soit après fixation. Un traitement de 3 heures avec 
  
Figure II-6. Distribution de la radioactivité dans des cellules de tabac BY2 incubées 
pendant 4 heures avec (A) de la [
14
C(U)]-L-Phénylalanine ou (B) de l’acide [14C(U)]-
Cinnamique  (0.2 µCi / ml). 
Au temps t = 0, les cellules ont été traitées avec de l’H2O (contrôle, barre blanche), 0,1 µM de 
cryptogéine (barre noire) ou 0,1 µM de cryptogéine + 1 mM de LaCl3. La radioactivité 
relative est exprimée comme le ratio entre l’activité mesurée dans un compartiment spécifique 
et la radioactivité totale apportée au système.  
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0,5 µM de cryptogéine induit une augmentation de l’autofluorescence des cellules, en 
particulier dans la zone nucléaire (figure.II-7 A et B). Cette augmentation est supprimée par 
un prétraitement au lanthane (figure. II-7 C et D). Après fixation de cellules traitées pendant 
12 heures par 0,1 µM de cryptogéine, on observe une nette accumulation de matériel 
fluorescent par rapport au contrôle (figure II-8 A et B). Ce matériel fluorescent accumulé est 
localisé non pas au niveau pariétal mais plutôt dans la zone nucléaire et périnucléaire. Un 
traitement par le LaCl3 supprime totalement la différence d’autofluorescence observée en 
réponse à la cryptogéine (figure II-8 C). Par ailleurs, l’analyse détaillée des spectres issus des 
images montre que le traitement à la cryptogéine induit un changement de la nature de la 
fluorescence. En effet, la perception de l’éliciteur provoque un décalage du spectre de la 
composante bleue vers de plus fortes intensités. Cette modification du spectre 
d’autofluorescence pourrait être indicative d’une modification de la composition en composés 
aromatiques dans les cellules traitées.   
  
 La cryptogéine induit la formation de vésicules à contenu acide 
 
Afin de visualiser les différents compartiments de la cellule, notamment le noyau et la 
paroi cellulaire, nous avons coloré des coupes semi-fines avec du bleu de toluidine, un 
colorant métachromatique (figure II-9). Des cellules traitées pendant 12 heures avec 0,1 µM 
de cryptogéine subissent une rétractation de leur membrane plasmique due à un début de 
plasmolyse (flèches noires, figure II-9 B). Par ailleurs, ces cellules élicitées forment des 
structures vésiculaires colorées en rose pâle (flèches blanches, figure II-9 B) indiquant un 
contenu potentiellement acide. Ces structures ne sont pas observées dans les cellules témoins 
(figure II-8 A) et ne sont plus observées lorsque le traitement cryptogéine est précédé d’un 
traitement au LaCl3 (figure II-8 C), suggérant que la formation de ces structures est un 
phénomène Ca
2+
-dépendant. En revanche, aucune différence de coloration n’est observée au 
niveau des parois cellulaires, et ce, quel que soit le traitement considéré. 
 
II.2.3.6 La cryptogéine induit la mort cellulaire dans des cellules de tabac BY-2. 
 
 La cryptogéine est connue pour induire une HR-like chez le tabac (cf. I.2.5.6). Afin de 
vérifier que la cryptogéine induit effectivement la mort cellulaire dans des cellules de tabac 
BY-2, des tests de viabilité cellulaire ont été menés. Tout d’abord, une cinétique de viabilité a 
permis de montrer que la mort cellulaire induite par 0,1 µM de cryptogéine intervenait de 
manière significative après 8 heures de traitement (figure II-10 A). En effet, 2 heures et 4 
heures de traitement ne modifient pas la viabilité cellulaire de manière significative ; en 
revanche, entre 30% et 40% de mortalité cellulaire sont observés après 8 heures d’élicitation. 
Vingt-quatre heures après le début de l’induction, seuls 30% des cellules sont encore viables, 
validant l’effet de la cryptogéine sur des cellules de tabac BY2. 
  
 
Figure II-7. Détection de composés autofluorescents dans des cellules de tabac BY-2 in 
vivo. 
Les cellules ont été traitées pendant 3 heures avec de l’H2O (contrôle, A), 0,5 µM de 
cryptogéine (B) ou 0,5 µM de cryptogéine + 1 mM de LaCl3 (C). L’autofluorescence des 
cellules a été observée à une longueur d’onde de 425 nm après excitation à 340-380 nm. (D) 
Intensité de la fluorescence mesurée dans le canal bleu, au niveau des cellules entières ou au 
niveau du noyau, après soustraction du fond. 
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 Nous avons ensuite voulu tester l’impact de l’intensité du stimulus, i.e. la 
concentration de cryptogéine, sur la viabilité cellulaire. Des cellules élicitées pendant 24 
heures avec 0,1 ou 1 µM de cryptogéine ne montrent aucune différence significative en terme 
de viabilité cellulaire (figure II-10 B). Ainsi, on observe une mortalité de l’ordre de 70% dans 
les deux cas de figure. L’ajout de 1 mM de LaCl3 préalablement au traitement cryptogéine 
permet de montrer que l’induction de la mort cellulaire est un phénomène Ca2+-dépendant. En 
effet, le blocage de l’influx de Ca2+ dans la cellule par le LaCl3 restaure en grande partie la 
viabilité cellulaire observée dans des cellules contrôle (figure II-10 B). Par ailleurs, le blocage 
de l’influx calcique 10 minutes après élicitation par la cryptogéine (la variation calcique 
correspondant au premier pic de Ca
2+
 est donc conservée) restaure complètement la viabilité 
des cellules, suggérant que le premier pic calcique n’est pas impliqué dans la mort cellulaire 
déclenchée par la cryptogéine (figure S5).  
 
II.2.3.7 Analyse comparative cryptogéine/oligogalacturonates 
 
II.2.3.7.1 Contexte bibliographique 
 
Durant les interactions plantes-microorganismes, des fragments oligosaccharidiques 
peuvent être générés par dépolymérisation de polysaccharides pariétaux (Côté et Hahn 1994 ; 
John et al. 1997). Ces fragments peuvent à leur tour éliciter des réponses de défense 
comprenant notamment le renforcement de la paroi cellulaire, la génération d’un burst 
oxydatif ou encore la synthèse de métabolites secondaires tels que les phytoalexines (pour 
revue Ridley et al. 2001). Parmi les fragments pectiques, les oligogalacturonates liés en α-1,4- 
ont été montrés comme étant des DAMPs, susceptibles d’initier des réponses de défense (Côté 
et Hahn 1994 ; Ridley et al. 2001 ; Denoux et al. 2008). Tous les OGs ne sont pas 
susceptibles d’induire les défenses ; en effet, les oligomères d’un degré de polymérisation 
compris entre 10 et 15 sont les plus efficaces pour l’élicitation des défenses (Darvill et al. 
1992). Toutefois, des OGs avec un degré de polymérisation inférieur peuvent également 
induire les défenses comme cela a pu être montré chez la pomme de terre (Wegener et al. 
1996).  
 Les OGs, dont la perception est prise en charge par une kinase pariétale (WAK1 pour 
Wall-Associated Kinase 1 ; Brutus et al. 2010), induisent en particulier des gènes impliqués 
dans le métabolisme du jasmonate et de l’éthylène mais également un grand nombre de gènes 
impliqués dans les modifications pariétales, suggérant un rôle important du remodelage de la 
paroi dans la défense (Moscatiello et al. 2006). Par ailleurs, il a été montré que la transduction 
du signal OGs était dépendante de la signalisation calcique. Des cellules de soja élicitées par 
des OGs mettent en place un signal calcique fort et transitoire qui précède notamment le choc 
oxydatif (Navazio et al. 2002). Enfin, il a été montré que les modifications transcriptionnelles 
induites par la perception de ces DAMPs étaient liées au bon déroulement de la signalisation 
 
 
Figure II-8. Détection de composés autofluorescents dans des cellules de tabac BY-2. 
Des cellules ont été traitées pendant 12 heures avec de l’H2O (contrôle, A), 0,1 µM de 
cryptogéine (B) ou 0,1 µM de cryptogéine + 1 mM de LaCl3 (C). L’autofluorescence des 
cellules a été observée à une longueur d’onde de 425 nm après excitation à 340-380 nm. Une 
image représentative de chaque condition (après soustraction du fond) est présentée dans la 
colonne de gauche. Les spectres d’intensité dans les 3 canaux rouge, vert et bleu ont été 
extraits et sont présentés dans la colonne de droite.  
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calcique ainsi qu’à des évènements de phosphorylation essentiels à la génération de ce signal 
(Moscatiello et al. 2006).  
 En revanche, et à l’inverse de la cryptogéine, les oligalacturonates (OGs) n’induisent 
pas de mort cellulaire programmée, quelque soit leur degré de polymérisation. Dans le but de 
comparer deux types d’éliciteurs induisant une réponse finale différente, nous avons traité des 
cellules de tabac BY-2 avec différentes concentrations d’OGs  et analysé les effets induits sur 
le métabolisme des phénylpropanoïdes, tant en terme d’expression génique que d’activité 
enzymatique. 
 
II.2.3.7.2 Les oligogalacturonates induisent une réponse calcique 
biphasique dans des cellules de tabac BY2. 
 
 La réponse aux OGs est caractérisée par une variation bimodale de Ca
2+
 cytosolique, 
avec un premier pic très précoce, moins de 2 minutes après élicitation, et un second pic très 
proche, 1 à 2 minutes après le premier. Le premier pic a une amplitude bien plus grande (~ 1,8 
µM) que le second (~ 0,8 µM). Puis, la [Ca
2+
] cyt décroit graduellement jusqu’au retour à un 
niveau basal dans les 30 minutes (figure II-11). Il n’y a donc pas de phase de plateau calcique 
prolongé dans le temps comme il a pu être observé en réponse à la cryptogéine. De manière 
intéressante, alors que le signal induit par la cryptogéine croit de manière continuelle 
proportionnellement à la concentration d’éliciteur (cf. figure 1), la courbe dose-réponse 
induite par les OGs a une forme en cloche, de telle sorte que la valeur du premier pic de Ca
2+
 
augmente rapidement (IC 50 à 20 µg / ml) jusqu’à 2 µM pour des concentrations d’OGs 
comprises entre 100 et 150 µg / ml, puis décroit pour des concentrations supérieures (figure 
II-12). Le même type de courbe est observé pour le second pic dont la valeur varie de la 
même manière que celle du premier pic (figure II-12). Le signal calcique ainsi généré est 
dépendant d’un influx de Ca2+ dans la mesure où un traitement au LaCl3 supprime la totalité 
de la réponse.  
 
II.2.3.7.3 Les oligogalacturonates induisent une faible accumulation des 
transcrits de quelques gènes de la voie des phénylpropanoïdes.  
 
Pour déterminer les relations entre l’intensité du stimulus (i.e. la concentration en 
OGs) et l’accumulation des transcrits, des expériences dose-réponse ont été réalisées. Des 
cellules de tabac BY2 ont été élicitées pendant 4 heures avec 3 concentrations différentes 
d’OGs (10 µg / ml ; 100 µg / ml et 1 mg / ml). Ces cellules ont ensuite été utilisées pour une 
analyse de la transcription des gènes de la voie des phénylpropanoïdes par RT-qPCR. Le 
niveau de transcrits de certains gènes de la voie des phénylpropanoïdes est légèrement 
augmenté après un traitement OGs, la dose optimale étant la dose intermédiaire de 100 µg / 
ml, celle-là même qui induit la plus grande variation calcique (figure II-13). Une élicitation 
avec 10 µg / ml d’OGs n’induit que très faiblement l’expression (~ x2) de seulement 2 gènes, 
 
 
Figure II-9. Coloration au bleu de toluidine de cellules de tabac BY-2. 
Des cellules ont été traitées pendant 12 heures avec de l’H2O (contrôle, A), 0,1 µM de 
cryptogéine (B) ou 0,1 µM de cryptogéine + 1 mM de LaCl3 (C). Les flèches noires indiquent 
les zones de rétractation de la membrane plasmique. Les flèches blanches pointent les 
vésicules à contenu acide formées en réponse à la cryptogéine. Une image représentative est 
présentée pour chacun des 3 traitements. 
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HCT et CCoAOMT. Pour 100 µg / ml, les gènes PAL, 4CL, HCT, CCoAOMT et COMT sont 
surexprimés (entre 2x et 6x) mais dans des proportions bien moindres qu’en réponse à la 
cryptogéine. Globalement, pour 1 mg / ml, l’expression des gènes considérés (hormis le 
couple C3H-HCT) revient à un niveau équivalent à celle observée en réponse à 10 µg / ml, 
suggérant l’existence d’une corrélation entre l’intensité du stimulus, l’intensité de la réponse 
calcique et l’importance de l’accumulation de transcrits. Les gènes CCR et C4H ne sont pas 
différentiellement exprimés par rapport au traitement contrôle alors que le gène CAD semble 
lui réprimé en réponse aux OGs (figure II-13).  
L’ajout de LaCl3 (1 mM) aux suspensions cellulaires avant traitement inhibe 
totalement les faibles activations d’expression rapportées ci-dessus et supprime également 
l’inhibition du gène CAD (figure II-14).  
Par ailleurs, une cinétique d’activation des gènes PAL, HCT et CCoAOMT a permis de 
confirmer que le gène CCoAOMT était le gène le plus activé en réponse aux OGs (figure II-
15). Les gènes CCoAOMT et HCT semblent très légèrement activés dès 30 minutes de 
traitement bien que la significativité du résultat ne puisse être affirmée. Pour les gènes HCT et 
CCoAOMT, le maximum d’activation intervient après 4 heures de traitement alors que 
l’accumulation des transcrits du gène PAL augmente continuellement entre 0.5 et 8 heures. De 
manière générale, l’activation des gènes de la voie des phénylpropanoïdes est extrêmement 
faible en réponse aux OGs comparativement à la réponse à la cryptogéine.  
 
II.2.3.7.3 Les activités enzymatiques de la PAL et de la CCoAOMT sont 
très légèrement modifiées par les OGs.  
 
Afin d’évaluer la corrélation entre accumulation de transcrits et activité protéique, les 
activités enzymatiques de la PAL et de la CCoAOMT ont été mesurées pour des cellules de 
tabac élicitées par 100 µg / ml d’OGs. Les activités enzymatiques de la PAL et de la 
CCoAOMT en réponse aux OGs sont relativement semblables et indiquent que ces deux 
enzymes sont très peu sensibles à l’élicitation par les OGs (1.4x par rapport à une situation 
contrôle ; figure II-16). Un prétraitement au lanthane supprime totalement la faible activation 
mesurée ci-dessus (figure II-16), indiquant que le Ca
2+
 jouerait un rôle dans l’activation des 
enzymes. La faible activation des enzymes est parfaitement corrélée à la faible activation de 
l’expression des gènes correspondants.  
 
II.2.3.7.4 Les OGs induisent une très faible accumulation de composés 
phénoliques solubles. 
 
De même qu’en réponse à la cryptogéine (cf. chapitre II.2.4.3 et figure II-3), le gène 
ODC codant pour une enzyme responsable de la biosynthèse de la putrescine est aussi activé 






Figure II-10. Effets de la cryptogéine sur la viabilité cellulaire. 
(A) Cinétique de diminution de la viabilité cellulaire dans des cellules de tabac BY2 élicitées 
par 0,1 µM de cryptogéine. La viabilité cellulaire a été mesurée après 2, 4, 8 ou 24 heures de 
traitement et est exprimée en % de la viabilité cellulaire d’une culture contrôle (moyennes de 
3 expériences biologiques ± SD). (B) Dose-dépendance et rôle du calcium dans la diminution 
de la viabilité cellulaire. La viabilité cellulaire a été mesurée après 24 heures de traitement par 
0,1 µM ou 1 µM de cryptogéine additionné ou non de 1 mM de LaCl3. La viabilité est 
exprimée en % par rapport à un traitement contrôle H2O (moyennes de 3 expériences 
biologiques ± SD). 
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Afin de savoir si des composés phénoliques solubles peuvent être impliqués dans les 
réponses de défense liées à la perception des OGs, nous les avons dosés par la méthode de 
Folin-Ciocalteu. Ces analyses ont permis de montrer que les oligogalacturonates induisaient 
une très légère accumulation de phénols solubles comparativement à un traitement contrôle 
H2O (figure II-17). En effet, la compilation des résultats de 4 expériences biologiques 
indépendantes indique que dans des cellules traitées par de l’H2O, la quantité de phénols 
solubles est en moyenne de 404 ± 25 µg / g de cellules (poids sec) alors que dans des cellules 
traitées par 0,5 µM de cryptogéine elle est en moyenne de 452 ± 10 µg / g.  
  
 
Figure II-11. Cinétique de la variation calcique cytosolique induite dans des cellules de 
tabac BY-2 par les OGs. 
Les cellules ont été élicitées par de l’H2O (contrôle), 100 µg / ml d’OGs ou 100 µg / ml 
d’OGs + 1 mM de lanthane. 
 
 
Figure II-12. Etude de la dose-dépendance des variations calciques cytosoliques induites 
par les OGs dans des cellules de tabac BY2. 
Les données sont exprimées comme la moyenne de 3 expériences biologiques (±SE). 
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II.2.4 Discussion générale et perspectives sur le modèle cryptogéine-
phénylpropanoïdes 
 
Cryptogéine et gènes de la voie des phénylpropanoïdes 
 
La cryptogéine induit dans des cellules de tabac BY-2 une augmentation importante du 
niveau de transcrits de la quasi-totalité des gènes de la voie de biosynthèse des 
phénylpropanoïdes. Les ratios d’induction varient de 4 (pour la C4H) à plus de 100 (pour la 
CCoAOMT) avec cependant une exception notable : le gène codant la CAD, dernière enzyme 
de la voie conduisant à la synthèse de monomères de lignine, n’est non seulement pas activé, 
mais semble même réprimé pour de fortes concentrations en éliciteur. Une telle augmentation 
du niveau de transcrits des gènes de la voie des phénylpropanoïdes (notamment PAL, 4CL, 
CCoAOMT, C4H) a déjà été observée en réponse à des éliciteurs dans divers modèles 
végétaux (Kauss et al. 1993 ; Dixon et Paiva 1995 ; Suzuki et al. 2003 ; Hano et al. 2006 ; 
Shinya et al. 2007).  
Toutefois, la plupart des enzymes de la voie étant codées chez le tabac par des familles 
multigéniques comprenant entre 2 et plusieurs dizaines d’isoformes, il est connu que la 
spécificité de réponse peut être encodée par la modulation différentielle de l’expression des 
différents membres d’une même famille. Ainsi, comme cela avait pu être montré chez le tabac 
(Taguchi et al. 1998), deux grandes classes de gènes codant pour une activité PAL coexistent 
dans les cellules de tabac BY2 : l’une est particulièrement impliquée dans les réponses de 
défense et est fortement activée par la cryptogéine (PAL A), l’autre est plutôt impliquée dans 
les processus développementaux et n’est que peu modulée (PAL B). La 4CL est aussi issue de 
la transcription de petites familles multigéniques divisées en deux sous-classes fonctionnelles 
(Lee et Douglas 1996). La cryptogéine induit l’expression du gène de la classe 2 (4CL2), le 
gène de la classe 1 (4CL1) n’étant tout simplement pas modulé. La CCoAOMT compte chez 
le tabac au moins 6 gènes regroupés au sein de 3 classes fonctionnelles (Maury et al. 1999 ; 
Pinçon et al. 2001). En réponse à la cryptogéine, ce sont les isoformes de la classe I qui sont 
préférentiellement activées alors que les isoformes des classes II (CCoAOMT 5) et III 
(CCoAOMT 6) ne le sont que très faiblement. En ce qui concerne le gène CAD, il semblerait 
que là aussi les cellules de tabac BY-12 soient capables de moduler « qualitativement » leur 
activité alcool déshydrogénase. En effet, si la CAD canonique ne semble pas impliquée dans 
les réponses de défense des plantes, des CAD à chaine courte, aussi appelées CAD-like ou 
encore protéines ELI (pour ELIcited) sont en revanche activées. En effet, nous avons identifié 
chez BY-2 trois séquences codant pour des protéines homologues à des ELI identifiées chez 
Arabidopsis et chez le persil dans le cadre d’interactions plantes pathogènes (Schmelzer et al. 
1989 ; Tronchet et al. 2010). Ces séquences sont fortement activées en réponse à la 
cryptogéine (jusqu’à 40 x après 4 heures de traitement ; cf. publication 2). Ces résultats 
confirment l’existence d’une véritable spécificité de réponse encodée au sein même du 
génome et permettant à la plante une très grande plasticité transcriptionnelle.  
  
 
Figure II-13. Dose-dépendance de l’accumulation de transcrits de gènes de la voie des 
phénylpropanoïdes en réponse aux OGs. 
Ratios de transcrits de gènes de la voie des phénylpropanoïdes dans des cellules de tabac BY2 
élicitées pendant 4 heures par 10 µg / ml (barres gris clair), 100 µg / ml (barres gris foncé) ou 
1 mg / ml (barres noires) d’OGs. Ces résultats ont été obtenus par RT-PCR quantitative, le 
niveau de transcrits a été normalisé avec l’expression du gène de ménage 18S et par rapport à 
un traitement contrôle H2O. Les données sont exprimées comme la moyenne de 2 répétitions 




Figure II-14. Effet du lanthane sur l’accumulation de transcrits des gènes CCoAOMT et 
CAD induite par les OGs. 
Ratios d’expression des gènes CCoAOMT (courbes bleues) et CAD (courbes roses) dans des 
cellules de tabac BY2 élicitées pendant 4 heures par 10, 100 ou 1000 µg / ml d’OGs avec ou 
sans prétraitement avec 1 mM de LaCl3. Ces résultats ont été obtenus par RT-PCR 
quantitative, le niveau de transcrits a été normalisé avec l’expression du gène de ménage 18S 
et par rapport à un traitement contrôle H2O. Une expérience biologique représentative de 2 est 
montrée.  
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Le cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique, a été utilisé afin de 
déterminer si l’activation transcriptionnelle des gènes de la voie des phénylpropanoïdes 
dépendait d’une néo-synthèse protéique. Les résultats obtenus indiquent que l’activité 
transcriptionnelle mise en place après la perception de l’éliciteur requiert une synthèse 
protéique de novo, et suggère que les protéines nécessaires à la transduction du signal et/ou à 
la régulation de cette réponse transcriptionnelle ne sont pas originellement présentes dans la 
cellule. Des expériences de run-on permettraient de préciser la nature de la régulation 
transcriptionnelle à l’origine de la variation de transcrits observée pour les gènes de la voie 
des phénylpropanoïdes. En particulier, il s’agirait de déterminer si l’augmentation du niveau 
de transcrits est dû plutôt à une modulation de la dégradation des ARNs ou à une activation de 
la transcription proprement dite.  
La transcription du gène hsr203J, un marqueur de la HR chez le tabac (Pontier et al. 
1994), est également fortement activée par le traitement cryptogéine, corrélant des données 
obtenues en 2002 (Lecourieux et al. 2002). En revanche, les gènes PR1 et PR3, codant pour 
des protéines PR impliquées dans les réponses de défense SA-dépendantes chez les plantes 
(Ward et al. 1991 ; Keller et al. 1996a et b) ne sont pas induits. Ces résultats sont en accord 
avec le fait que les voies dépendantes de l’acide salicylique ne semblent pas impliquées dans 
la réponse de « HR-like » induite par la cryptogéine dans les cellules de tabac (Keller et al. 
1996b).  
 
Modifications du métabolisme phénolique 
 
Dans les cellules de tabac BY-2, la cryptogéine induit de manière précoce une 
accumulation de composés phénoliques liés à la paroi (acide p-coumarique, acide férulique, 
acide 5-hydroxyférulique et 4-hydroxybenzaldéhyde). L’accumulation de phénylpropanoïdes 
liés à la paroi en réponse aux éliciteurs est une réponse de défense souvent décrite comme un 
renforcement de la barrière à la fois chimique et mécanique que constitue la paroi. Par 
exemple, il a été montré que des cellules de haricot élicitées par des fragments de paroi de 
Colletotrichum lindemuthianum  accumulaient dans leurs propres parois du matériel 
phénolique lié aux fractions cellulosiques et hémi-cellulosiques (Bolwell et al. 1985) ou 
encore que du matériel phénolique pourrait participer au renforcement de la paroi via la 
production de lignines défensives de type G ou S ou la synthèse de scopolétine, une 
coumarine impliqué dans les interactions pathogènes-tabac (Chong et al. 2002 ; Gachon et al. 
2004). Certains des composés liés identifiés dans notre étude ont été également trouvés dans 
des cellules traitées avec des fractions élicitrices d’oomycètes ; par exemple, des extraits de 
Phytophthora megasperma induisent chez le persil l’accumulation pariétale d’acide 4-
coumarique, d’acide férulique, d’acide 4-hydroxybenzoïque et de vanilline (Kauss et al. 
1993). Un extrait de Phytophthora infestans est également capable d’éliciter des cultures 
cellulaires de la pomme de terre et d’induire l’accumulation de 4-hydroxybenzaldéhyde et 
d’amides de la tyramine liés à la paroi (Keller et al. 1996c).  
  
 
Figure II-15. Cinétique d’activation des gènes PAL, HCT et CCoAOMT en réponse aux 
OGs.  
Ratios de transcrits des gènes PAL, HCT et CCoAOMT dans des cellules de tabac BY2 
élicitées pendant 0.5, 1, 2, 4 ou 8 heures par 100 µg / ml d’OGs. Ces résultats ont été obtenus 
par RT-PCR quantitative, le niveau de transcrits a été normalisé avec l’expression du gène de 
ménage 18S et par rapport à un traitement contrôle H2O. Une expérience biologique 
représentative de 2 est montrée. 
 
 
Figure II-16. Activités enzymatiques de la PAL et de la CCoAOMT. 
Les activités ont été mesurées à partir d’extraits protéiques totaux issus de cellules de tabac 
BY-2 élicitée pendant 4 heures par 100 µg / ml d’OGs. Les activités relatives sont exprimées 
par rapport à celles mesurées dans des extraits de cellules contrôle traitées à l’H2O. Activité 
enzymatique moyenne ± SE (n=3).   
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Dans la mesure où le niveau de transcrits du gène CAD est légèrement diminué en 
réponse à la cryptogéine alors que pour la plupart des autres gènes de la voie des 
phénylpropanoïdes, il est augmenté, il est concevable d’imaginer que le substrat de la CAD 
(i.e. coniféraldéhyde) ne soit pas converti en alcool coniférylique mais plutôt transformé en 
acide férulique par oxydation. Une telle activité enzymatique (i.e. hydroxycinnamaldéhyde 
déhydrogénase) a été caractérisée chez Arabidopsis thaliana (REF1, AtALDH2C4 ; Nair et 
al. 2004). L’identification de cette enzyme a modifié l’approche conventionnelle des flux 
métaboliques intervenant dans la voie des phénylpropanoïdes ; le férulate et le sinapate étant 
considérés alors comme des produits de l’oxydation du coniféraldéhyde et du sinapaldéhyde 
plutôt que des précurseurs de leur synthèse. Cette hypothèse (selon laquelle le férulate lié à la 
paroi proviendrait de la transformation du coniféraldéhyde) est par ailleurs renforcée par le 
fait que nous avons récemment identifié une séquence de tabac fortement homologue à 
AtALDH2C4 qui est largement surexprimée dans des cellules BY-2 traitées par la 
cryptogéine. Une accumulation accrue de 4-hydroxybenzaldéhyde a également été observée 
dans des cellules traitées à la cryptogéine. Bien que l’origine de ce composé soit inconnue, il a 
été proposé l’existence d’une activité 4-hydroxybenzaldéhyde synthase chez le tabac. Une 
telle activité enzymatique, capable de convertir l’acide 4-coumarique en 
hydroxybenzaldéhyde, a été caractérisée dans des cultures de Vanilla planifolia (Podstolski et 
al. 2002) et dans des cultures de poils racinaires de carotte (Sircar et Mitra 2008). Ensembles, 
ces résultats montrent clairement une réorientation du métabolisme des phénylpropanoïdes en 
réponse à la cryptogéine, résultant en l’incorporation de composés phénoliques néo-
synthétisés liés à la paroi. Cette modulation du métabolisme conduit vraisemblablement au 
renforcement de la paroi cellulaire. De plus, ces résultats ont permis de faire l’hypothèse 
d’une nouvelle voie possible pour la synthèse d’acide férulique dans des cellules de tabac BY-
2.  
 
En revanche, aucune différence significative n’a été constatée au niveau des composés 
phénoliques solubles accumulés 4 heures après traitement quelle que soit la méthode de 
mesure utilisée (radiotraçage, dosage colorimétrique ou HPLC). En particulier, deux 
phénolamines, la CP et la FP, considérées comme des composés marqueurs des réponses de 
défense au MJ (Galis et al. 2006) et aux Aa glucans (Shinya et al. 2007) chez des cellules de 
tabac BY-2, ne sont pas différentiellement accumulés en réponse à un traitement cryptogéine. 
Pourtant, le gène ODC, codant pour la dernière enzyme de la voie de biosynthèse de la 
putrescine, est fortement activé en réponse à la cryptogéine, suggérant un renforcement de la 
capacité de la cellule à synthétiser de la putrescine. La surexpression du gène ODC, que l’on 
peut supposer corrélée à une biosynthèse augmentée de putrescine, pourrait n’avoir pour but 
que de fournir un des substrats essentiels pour la production de phénolamines dont la fonction 
amine est portée par une amine aromatique de type tyramine. Ces phénolamines sont 
insolubles et ne peuvent pas être détectés dans la fraction soluble d’extraits phénoliques ; ils 
sont en fait généralement estérifiés à la paroi et participent à son renforcement. Ainsi, des 
 
 
Figure II-17. Dosage des composés phénoliques solubles totaux dans des cellules de tabac 
BY-2. 
Analyse par la méthode de Folin-Ciocalteu de fractions phénoliques extraites de cellules de 
tabac BY2 traitées par de l’H2O ou 100 µg / ml d’OGs. Les données sont exprimées comme la 
moyenne de 4 répétitions biologiques indépendantes ± SD.  
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cultures cellulaires de pomme de terre élicitées par des β-1,3 oligosaccharides accumulent 
préférentiellement des amides de tyramine comme la féruloyltyramine et  voient en revanche 
leurs taux de phénols solubles tels que CP et FP diminuer au cours du temps (Matsuda et al. 
2005). Toutefois, nous n’avons pas identifié d’amides de tyramine dans la paroi de cellules de 
tabac BY-2 élicitées par la cryptogéine bien que le gène THT codant pour la Tyramine N-
Hydroxycinnamoyl Transferase soit fortement activé (x 11 ; cf. publication 2).     
 
Outre les composés phénoliques solubles et les composés phénoliques liés à la paroi, 
nous avons tenté de mesurer les composés phénoliques volatils. En effet, il a été montré chez 
la tomate que des composés volatils tels que le phényléthanol et le phénylacétaldéhyde 
pouvaient se former par décarboxylation de la phénylalanine (Tieman et al. 2006). De tels 
composés sont synthétisés via l’action de décarboxylases utilisant la phénylalanine ou la 
tyrosine comme donneur de cycle aromatique. Cette voie de biosynthèse est très méconnue 
mais une tyrosine décarboxylase a déjà été caractérisée en réponse à un oomycète (Kawalleck 
et al. 1993), suggérant l’implication potentielle de composés volatils dans la défense des 
plantes. Dans les cellules de tabac BY-2 élicitées par la cryptogéine, nous avons montré que 
les gènes NtAADC1A et NtAADC2, orthologues putatifs des décarboxylases identifiées chez la 
tomate (Tieman et al. 2006), étaient fortement activés. La réaction enzymatique faisant 
intervenir ces décarboxylases libère du CO2, nous avons donc mesuré le 
14
CO2 synthétisé au 
cours de la réaction afin d’évaluer le rôle potentiel de phénylpropanoïdes volatils dans les 





C(U)]-cinnamique), la quantité de 
14
CO2 émise n’est pas modifiée significativement 
par la perception de la cryptogéine. En revanche, il semble bien qu’un dégagement de CO2 se 
produise dans les cellules de tabac BY-2, y compris dans les fioles témoin. Il semblerait donc 
que malgré l’activation des gènes par la cryptogéine, cette réaction ne soit pas déterminante 
dans la réponse de défense.  Une autre explication pourrait provenir du fait que, dans les 
conditions de notre expérience de piégeage de CO2 radioactif, les cultures cellulaires soient 
déjà en situation de stress telle qu’une sur-activation du processus de biosynthèse de 
composés volatils soit impossible. 
 
 Modifications cellulaires induites par la cryptogéine 
 
Il s’agissait dans ces analyses d’une étude préliminaire visant à mieux caractériser les 
cellules de tabac BY-2 se préparant à subir une « HR-like » en réponse à la cryptogéine. Des 
plants de blé dont la CCoAOMT a été éteinte montrent une nette diminution du contenu en 
matériel autofluorescent, laquelle diminution a été corrélée à une baisse de la résistance du blé 
face à une attaque de Blumeria graminis (Bhuyan et al. 2009). Le contenu en matériel 
fluorescent de cellules de tabac est augmenté en réponse à la cryptogéine. Ceci suggère que 
l’éliciteur fongique a un effet important sur la composition en composés aromatiques 
accumulés dans la cellule. En revanche, il est remarquable de constater que ce contenu 
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fluorescent s’accumule non pas dans les parois mais dans des sortes de vésicules proches de la 
zone nucléaire. Ce matériel aromatique, contenant potentiellement un noyau phénylpropane, 
est encore présent 12 heures après le début du traitement dans des vésicules de la zone 
nucléaire, alors que des phénylpropanoïdes sont retrouvés liés à la paroi en quantité 
importante dès 4 heures de traitement. Il semblerait donc que les composés phénoliques 
retrouvés liés à la paroi en réponse à la cryptogéine ne dérivent pas forcément de ceux 
visualisés en autofluorescence dans des vésicules péri-nucléaires. On ne retrouve donc pas de 
suraccumulation de composés autofluorescents dans la paroi en réponse à la cryptogéine bien 
qu’il ait été montré une accumulation de composés phénoliques liés dès 4 heures de 
traitement. Une autre des explications possibles tient au fait que la sensibilité des deux 
méthodes est très différente ; la LC-MS utilisée pour caractériser les composés liés à la paroi 
permettant une analyse bien plus fine des variations observables.  
Une coloration au bleu de toluidine capable de révéler les structures de la cellule 
montre la présence de structures vésiculaires colorées en rose pâle, indiquant que leur contenu 
serait de nature acide. La présence de ces structures non observées dans les cellules témoins 
est conditionnée à la continuité de l’influx calcique généré par la cryptogéine. A ce stade des 
observations, on ne peut que spéculer sur la nature des vésicules et de leur contenu. Il pourrait 
s’agir de grains d’amidon subissant un emballement du métabolisme suite à la perception de 
la cryptogéine ; une coloration au Lugol, un composé capable de révéler la présence d’amidon 
dans ces vésicules permettrait de tester cette hypothèse. 
 
Le calcium contrôle les réponses induites par la cryptogéine 
 
Nos résultats montrent que les gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes 
appartiennent à deux classes distinctes qui répondent différentiellement à la cryptogéine. 
L’expression de ces deux classes de gènes diffère selon leur sensibilité à l’intensité du 
stimulus (i.e. la concentration en cryptogéine) et leur corrélation à une phase particulière de la 
signature calcique (premier pic et/ou plateau). En effet, l’influx prolongé de Ca2+ responsable 
de la prolongation dans le temps du signal calcique cytosolique (plateau) est indispensable 
pour l’activation de l’expression des gènes induits par une faible concentration de cryptogéine 
(i.e. PAL, HCT and CCoAOMT). Il existe donc une corrélation positive, pour une faible 
concentration de cryptogéine, entre le plateau calcique et l’accumulation de transcrits de ces 
gènes alors que pour une plus forte concentration, l’amplitude du premier pic calcique est 
inversement proportionnnelle à l’intensité de l’expression génique. En revanche, l’activation 
des gènes C4H, 4CL, C3H, COMT and CCR semble être corrélée avec une induction par de 
fortes concentrations de cryptogéine. De plus, il semble que le premier pic calcique précoce 
soit en majeure partie responsable de cette réponse transcriptionnelle. Une telle diversité dans 
la sensibilité de réponse, à la fois à la concentration de cryptogéine et aux différentes 
composantes de la signature calcique, pourrait être un outil permettant à la plante d’activer 
sélectivement différents gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes.  
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 Pour expliquer cette observation, diverses hypothèses peuvent être envisagées. L’une 
d’elles serait de considérer que les différents pools calciques impliqués dans la génération de 
la signature calcique cryptogéine-dépendante (Lecourieux et al. 2002 ; Kadota et al. 2004 ; 
Garcia-Brugger et al. 2006) contribuent de manière différentielle aux réponses biologiques en 
aval. Cependant, cette hypothèse qui s’appuie uniquement sur les variations d’intensité du 
premier pic calcique, ne permet pas d’expliquer à elle seule le rôle essentiel du « plateau » 
calcique. Par ailleurs, nos simulations d’un modèle à deux composantes suggèrent plutôt 
l’existence de deux modules de décodage du signal calcique, ayant des affinités basse et haute 
pour le Ca
2+
, et jouant un rôle inhibiteur ou activateur sur les réponses induites (transcription 
notamment).  
Ce modèle est renforcé par l’effet spécifique de l’inhibiteur de calmoduline W13 qui 
augmente sur le niveau du plateau calcique et de la transcription, en réponse à de faibles 
concentrations en cryptogéine uniquement, et qui suggère l’implication de CAMs ou de 
CMLs dans le processus de transduction du signal cryptogéine. Pour expliquer cet effet, une 
hypothèse serait que le W13 inhibe l’activité de CaMBPs (CAMs, CMLs ou autres protéines à 
domaine EF-hand) impliquées dans le contrôle de l’homéostasie calcique (canaux ou pompes) 
et/ou dans la transduction du signal. En effet, il est connu que certains canaux calciques sont 
régulés par la CaM (Tadross et al. 2008) ; par ailleurs, les complexes Ca
2+
-CaM sont connus 
pour réguler certaines pompes calciques (Boursiac et Harper 2007). Donc, selon notre modèle, 
augmenter l’activité d’un canal ou inhiber une pompe résulterait en une augmentation de 
l’amplitude du niveau basal de Ca2+ (phase de plateau), qui pourrait ensuite activer des 
complexes de transcription Ca
2+
-dépendants. Cet effet a pu être simulé dans notre modèle 
simplement en augmentant la valeur apparente de la constante d’affinité de la composante 
d’activation (figure 10). Quand la concentration en cryptogéine est plus importante (> 0,1 
µM), la composante activatrice est d’ores et déjà à son maximum et ne peut donc être 
augmentée ; en revanche, la composante inhibitrice peut encore accroître son amplitude, 
résultant ainsi en une réponse transcriptionnelle d’intensité inférieure à celle obtenue en 
réponse à de faibles concentrations de cryptogéine. Globalement, les composés anti-CaMs 
semblent provoquer une diminution de la valeur de la concentration en cryptogéine pour 
laquelle la réponse transcriptionnelle est maximale.  
Les relations non linéaires entre la signalisation calcique et les réponses en aval 
soulignent la complexité des propriétés régulatrices de l’ion Ca2+ en tant que second messager 
et renforcent le concept de signature calcique, considérée ici comme un élément observable 
susceptible de donner un aperçu des processus impliqués dans la régulation calcique et 
supposés jouer un rôle dans le décodage de la spécificité des réponses finales. A ce propos, 
l’identification de facteurs de transcription Ca2+- ou CaM-dépendants impliqués dans la 
régulation des gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes devrait aider à améliorer la 
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Les oligogalacturonates n’induisent pas le métabolisme des phénylpropanoïdes de 
 cellules de tabac BY-2 
   
 Les oligogalacturonates (OGs) induisent chez les cellules de tabac BY-2 une signature 
calcique caractérisée par deux pics très précoces et une absence de plateau prolongé dans le 
temps. A l’inverse de la cryptogéine, cette signature calcique, non seulement ne se prolonge 
pas dans le temps, mais répond de manière différente à l’intensité du stimulus. En effet, 
l’amplitude maximale des deux pics est atteinte pour une concentration en OGs intermédiaire.  
 Les OGs n’induisent que très partiellement et très faiblement l’expression des gènes de 
la voie des phénylpropanoïdes, confirmant des résultats obtenus chez Arabidopsis 
(Moscatiello et al. 2006). Les activités enzymatiques PAL et CCoAOMT ne sont pas 
significativement affectées non plus par la perception de l’éliciteur, suggérant ainsi que les 
voies de défense de la plante activées par les OGs ne nécessitent pas la mise en œuvre de la 
modulation du métabolisme des phénylpropanoïdes. 
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Article 2. TRANSCRIPTOME ANALYSIS OF TOBACCO BY-2 CELLS ELICITED 
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 Dans ce chapitre, je présente sous forme d’article rédigé en anglais, les données 
obtenues sur la modulation des profils transcriptomiques globaux des cellules de tabac BY-2 
en réponse à la cryptogéine, et ceci en présence ou en absence de traitement au LaCl3.  
Les objectifs de ce travail étaient d’identifier 
(i) les catégories fonctionnelles et les gènes qui participent à la réponse cryptogéine (induction 
ou répression de l’expression),  
(ii) les catégories fonctionnelles et les gènes dont la modulation d’expression dépend de 
l’environnement calcique intracellulaire,  
(iii) les acteurs potentiels de la voie de transduction du signal ainsi que des gènes marqueurs 
des voies de défense induite par l’élicitation.  
  
 





Contexte biologique : La cryptogéine est un éliciteur peptidique de 10 kDa, capable 
d’induire chez le tabac une réponse hypersensible et une résistance systémique acquise. 
Plusieurs études ont permis d’identifier les nombreux évènements précoces de signalisation 
induits, lesquels inclus des étapes de phosphorylation, un influx prolongé de calcium, des flux 
ioniques, une synthèse de ROS et de NO et des changements dans la perméabilité 
membranaire. Cependant, les acteurs moléculaires impliqués dans la cascade de signalisation 
conduisant aux réponses de défense restent très méconnus.  
  
 Résultats : Grâce à une puce microarray couvrant la quasi-totalité du transcriptome de 
tabac, nous avons étudié l’expression globale des gènes dans des cellules de tabac BY-2 
élicitées. La comparaison entre des cellules élicitées par la cryptogéine seule ou co-incubée 
avec un bloqueur des canaux calciques (La
3+) a permis d’identifier les réponses 
transcriptionnelles calcium-dépendantes et calcium-indépendantes. Environ 10% du 
transcriptome est modulé en réponse à un traitement cryptogéine d’une durée de quatre 
heures. En particulier, nous avons mis en évidence des changements de niveaux de transcrits 
pour des gènes codant des protéines de défense ou de stress, des protéines de signalisation, 
des facteurs de transcription, ou encore des enzymes impliquées dans les modifications 
pariétales. Parmi les 3 819 gènes différentiellement exprimés, 91% étaient sensibles et 9% 
étaient insensibles à la suppression du signal calcique. Les transcrits induits par la cryptogéine 
de manière calcium-dépendante incluaient deux classes remarquables : la première comprend 
des gènes de défense alors que la seconde comporte une proportion très élevée de gènes du 
métabolisme des oxylipines.  
 
 Conclusion : Nos résultats décrivent le pattern d’expression global observé dans des 
cellules de tabac BY-2 après perception de la cryptogéine. Les nouveaux facteurs de 
régulation et gènes de défense identifiés constituent de bons candidats pour une future 
caractérisation fonctionnelle ainsi que de potentiels outils pour l’amélioration génétique de la 
résistance des plants de tabac face aux maladies.  
  
 





Background: Cryptogein is a 10kDa proteinaceous elicitor that is able to induce a 
hypersensitive response and a systemic acquired resistance in tobacco plants. Previous studies 
have identified many early signalling components including phosphorylation processes, rapid 
Ca
2+
 influx, ion fluxes, ROS and NO synthesis and changes in plasma membrane 
permeability. However, very little is known about the pathways and the molecular actors 
involved in the signalling cascade leading to meaningful cellular responses.  
  
 Results: Using a genomic microarray representing the majority of the tobacco 
transcriptome, we profiled gene expression in elicited tobacco BY-2 cells. Comparison 
between cells elicited with cryptogein alone or co-incubated with the Ca
2+
 channel blocker 
La
3+




-independent transcriptional responses. 
Approximately 10% of the transcriptome exhibited significant changes in abundance in 
response to a four-hour treatment with cryptogein. Steady-state changes in the abundance of 
transcripts encoding stress- and disease-related proteins, signalling components, transcription 
factors and cell wall reinforcement were particularly noteworthy. Among the 3,819 
differentially expressed genes that could be annotated, 91% were sensitive and 9% were 
insensitive to inhibition of the Ca
2+
 influx. These cryptogein-up-regulated, Ca
2+
-dependent 
transcripts included two noteworthy classes: the first one comprises genes involved in defence 
responses following pathogen attack whereas the second one consists of genes involved in the 
biosynthesis of oxylipins.  
 
 Conclusion: Our results describe the global patterns of gene expression that occur in 
tobacco BY-2 cells after the perception of cryptogein. We were able to identify several major 
patterns of gene expression modulation. The new regulatory factors and defence-related genes 
that we identified provide good candidate genes for further functional characterization, as well 
as new tools for molecular breeding and biotechnology aiming at improvement of tobacco 
disease resistance. 
 










 Plants are constantly challenged with potential pathogenic microorganisms and have 
evolved a diversity of constitutive and inducible responses in order to resist to their 
aggressors. The inducible responses involve the production of reactive oxygen species (ROS), 
the strengthening of the cell wall and the transcriptional activation of defence-related genes 
that encode antimicrobial secondary metabolite-biosynthetic enzymes as well as pathogenesis-
related proteins showing antimicrobial properties (Scheel 1998). Defence genes may also 
encode proteins involved in the synthesis of salicylic acid (SA), jasmonic acid and ethylene 
which play a crucial role in the development of systemic resistance to the distal uninfected 
parts of the plant (Grant et Lamb 2006). In many cases, plant resistance is associated with a 
rapid cell death, localized at the site of infection and called the hypersensitive response (HR) 
(Lam et al. 2001). The HR is thought to directly kill the pathogens and/or to limit their 
spreading by depriving them of access to further nutrient sources. Cell death during the HR 
has been shown to be genetically programmed and displays apoptosis‑like features such as 
cell shrinkage, chromatin condensation and DNA cleavage (Lam 2004). Cell death signals 
include ROS, nitric oxide (NO), SA and proteins related to Ca
2+
 and lipid signalling 
(Lecourieux et al. 2002; Greenberg et Yao 2004 ; Hatsugai et al. 2004 ; Wendehenne et al. 
2004).  
Plant defence responses are initiated by the recognition of pathogen-derived molecules 
called race-specific or general elicitors (also named Pathogen-Associated Molecular Patterns 
or PAMPs), depending on the pathosystem (Nürnberger et al. 2004). Cryptogein, a 10 kDa 
proteinaceous elicitor secreted by the oomycete Phytophthora cryptogea, belongs to a class of 
proteinaceous elicitors called elicitins (Ponchet et al. 1999), able to induce a HR and a 
systemic acquired resistance in tobacco plants (Ricci et al. 1989). Cryptogein has been 
extensively used to investigate the molecular mechanisms underlying disease resistance in 
tobacco. Indeed, upon application to tobacco leaves, cryptogein triggers the expression of 
defence-related genes, an HR-like response and a systemic resistance against various 
pathogens including Phytophthora parasitica var. nicotianae, the causal agent of the black 
shank disease (Keller et al. 1996). Cryptogein binds to plasma membrane high affinity 
binding sites showing biochemical properties expected from a receptor (Bourque et al. 1999). 
Using tobacco cell suspensions and a combination of biochemical, pharmacological and 
molecular methods, components involved in the transduction pathway coupling cryptogein 
recognition to the activation of defence responses have been identified, namely 
phosphorylation processes, rapid Ca
2+
 influx, ion fluxes, changes in plasma membrane 
permeability, activation of an NADPH oxidase responsible (NtrbohD) for ROS production 
and cytosol acidification, activation of protein kinases including MAPKs, disruption of the 
microtubular cytoskeleton and NO synthesis (Blein et al. 1991 ; Tavernier et al. 1995 ; 
Simon-Plas et al. 1997 et 2002 ; Wendehenne et al. 2002 ; Garcia-Brugger et al. 2006). The 
interaction between these early signalling components appears to be complex and there is 
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] cyt; Lecourieux et al. 2002).  
 Although our knowledge of the initial stages of cryptogein-induced signalling is quite 
well-understood, very little is known about the pathways and the molecular actors involved in 
the signalling cascade leading to meaningful cellular responses. Several studies performed at 
the whole transcriptome level have provided new insights on the regulation of transcripts in 
response to pathogens and wounding (Cheong et al. 2002; Navarro et al. 2004 ; Moscatiello et 
al. 2006). However, none of these has specifically focused on the effect of cryptogein in such 
processes, nor were such studies carried out genome-wide.  
In the present work, we used such a transcriptomic approach, using custom tobacco 
BY-2 microarrays offering high coverage of the tobacco transcriptome to identify transcripts 
that were modulated after a four-hour exposure of BY-2 suspension cultures to cryptogein. 
Moreover, selective inhibition of the cryptogein-induced Ca
2+
 transient by LaCl3 made it 




-independent pathways that exert 
control over gene transcription downstream of the cryptogein stimulus. 
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III.5 Material and methods 
 
Cell culture and luminescence measurements 
Transgenic tobacco cells (Nicotiana tabacum L. cv Bright Yellow BY-2 lines) expressing 
cytosolic apo-aequorin (Takahashi et al. 1997) were grown and processed according to Pauly 
et al. (2001). Cells harvested at late exponential growth phase were washed twice and 
resuspended at a density of 20% (Packed Cell Volume, PCV) in the suspension buffer (175 
mM mannitol, 0.5 mM K2SO4, 0.5 mM CaCl2, 2 mM MES KOH, pH 5.8), supplemented with 
2 µM coelenterazine to reconstitute active aequorin for luminescence measurements. 
Subsequently, cells were incubated at room temperature overnight in the dark on a rotary 
shaker (130 rpm). Measurements of luminescence and calcium calibration were carried out as 
previously described (Pauly et al. 2001). Cryptogein was purified according to Bonnet et al. 
(1996) and dissolved in water as a 100 µM stock solution. Lanthanum chloride was from 
Sigma-Aldrich, used as a 1M stock solution.  
 
Microarray procedure and data analysis 
Custom monocolor tobacco oligo microarrays (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, 
USA) were produced by spotting 60-mer oligonucleotides designed to match unigenes (103 
540) obtained after assembly of all published tobacco ESTs (using a Cap3-based procedure). 
14-d-old tobacco BY-2 cells were treated with 0.1 µM cryptogein in presence or absence of 1 
mM lanthanum chloride. Lanthanum chloride alone and water were used as control.  
After four hours of incubation, cell aliquots were collected and filtered under vacuum on a 37 
µm mesh nylon membrane and immediately frozen in liquid nitrogen prior to RNA extraction. 
Four biological replicates were made and used for microarray analysis. Total RNA samples 
were extracted from frozen cells using the Nucleospin II RNA kit (Macherey-Nagel, Düren, 
Germany) according to the manufacturer’s instructions. Cy3-labelled cRNA was prepared 
from 500 ng
 
of total RNA from rice leaves, using a Low RNA Input Linear
 
Amplification Kit 
(Agilent Technologies) and Cy3-CTP (Perkin Elmer). Labelled cRNA was
 
purified with 





subsequent hybridization.  Hybridization on the monocolor Agilent 2x105K microarrays was 
carried out
 
for 17 h with rotation at 65 °C. The hybridized slides were washed using a 
commercial kit package (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) and then scanned using 
a Genepix 4000B scanner (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) and 
Feature Extraction (Agilent) software. 
Multiplicatively detrended background subtracted signal (= ProcessedSignal from Feature 
Extraction) was used in the subsequent analysis. Before statistical analysis, probes were 
filtered according to quality flags produced by Feature Extraction software: a probe was 
retained for analysis when the signal was well above background on, at least, 3 of the 4 arrays 
in both control and cryptogein assays. After filtering, 41,536 unigenes were retained for 
subsequent analysis. Global normalization was performed using the Invariant Set 
 
 
Figure III-S1. Cryptogein-induced calcium signatures in tobacco BY-2 cells.  
Time-course of calcium variation in BY-2 cells induced either by H2O (trace) or cryptogein (1 
µM, bullets) (data from one representative experiment). 
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Normalization procedure (Li and Wong 2001; Gautier et al. 2004) to remove effects that were 
due to undesirable variations between microarray experiments rather than biological 
differences. Normalized data were then used to compute fold changes and Q-values using 
Benjamini-Hochberg (1995) multiple comparison strategy. In the following, we considered 
that a unigene was significantly differentially expressed when the fold change between two 
treatments was above 4 and the Q-value was lower than 0.01. 
All statistical analyses were performed using Limma (Smyth 2005) and Affy (Gautier et al. 
2004) packages from R-bioconductor (Gentleman et al. 2004). 
 
Quantitative real-time RT-PCR  
A proportion of the RNA obtained for microarray studies was used for qRT-PCR. First-strand 
cDNA was synthesized from 5µg total RNA in a 20µl reaction volume containing 50ng 
random primers, 10 mM dNTPs, 1µl RNaseOUT (40 units) and 200 units of SuperScript III 
reverse transcriptase, according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Carlsbad, 
USA). After 50 minutes at 50°C followed by 5 minutes at 85°C, cDNAs were purified using 
the PCR Clean-Up system (Promega, Madison, USA). Two µL cDNAs were used as 
templates in a quantitative real-time PCR assay (10 µL) performed on the sequence detection 
system ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, USA) using the SYBR Green 
PCR Master Mix (Applied Biosystems). After an initial denaturation of 10 minutes at 95°C, 
40 cycles of 15 sec at 95°C followed by 1 minute at 60°C were performed. Amplification 
specificity was checked by melting-curve analysis, and PCR efficiency was determined using 
standard curves constructed with serial dilutions of PCR products as templates. 18S rRNA 
was used as an internal control. Quantification of expression ratios was performed according 
to the mathematical model developed by Pfaffl (2001). Primers and amplicon sizes are given 





Figure III-1. Venn diagram of genes regulated by ‘cryptogein’ and ‘cryptogein + LaCl3’ 
treatments.  
Numbers are based on oligonucleotide probes and represent up-regulated (in red) and down-
regulated (in green) transcripts. To be defined as significantly modulated, the q-value has to 
be strictly < 0, 01 and transcript accumulation must represent at least a 4-fold change 
compared to control treatment. The diagram is based on 4 biological experiments. 
 
 
Gene name RT-PCR Microarray 
PAL 20,05 9,56 
C4H 5,89 4,39 
4CL 11,12 4,38 
HCT 27,31 9,95 
C3H 11,7 8,02 
CCoAOMT 142,39 124,68 
COMT 9,37 7,23 
F5H 278 171 
CCR 5,75 - 
CAD 0,38 0,86 
NtAADC1A 505 316,57 
Ornithine  
décarboxylase 21,9 9,8 
HSR203J 55,24 11,65 
PR-1 0,96 1,38 
PR-3 0,61 0,94 
MYBGR1 38,85 14,53 
 
Tableau III-1. Comparison of results obtained with microarrays and qRT-PCR.  
Cryptogein-induced transcript regulation was assessed for a number of key genes using both 
microarray and q-RT-PCR. Specific primers were designed for all genes and real-time RT-
PCR experiments were performed using 18S as reference gene. Cryptogein/control ratios 
calculated from 3 independent experiments are shown.  
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III.6 Results & Discussion 
 
Functional dissection of transcriptional responses to cryptogein 
It has previously been shown that in response to cryptogein in tobacco BY-2 cells, a 
cytosolic Ca
2+
 transient, which can be suppressed by a 1mM LaCl3 co-treatment, is rapidly 
generated (Amelot et al. 2010; figure III-S1). We took advantage of this model system not 
only to study global gene expression in response to cryptogein, but also to get a general 
overview of the Ca
2+
-dependence of such transcriptome changes. To this end, we retrieved all 
the publicly tobacco ESTs available, assembled them into approximately 100,000 unigenes 
(i.e. see M&M) which were used to design an oligonucleotide-based microarray likely 
covering a high proportion of the tobacco transcriptome. The arrays were probed with cDNAs 
derived from four different treatments to enable comparison between (i) ‘control’ and 
‘cryptogein-treated’ cells to evaluate how the perception of cryptogein impacts on the global 
transcriptome, (ii) ‘cryptogein-‘and ‘cryptogein plus LaCl3-treated’ cells and (iii) ‘control’ 
and ‘LaCl3-treated’ cells. In addition, comparisons between (i) and (ii) allow to reveal the 
importance of calcium signaling for transcriptional responses. Comparing (i) and (ii) should 





Finally, comparison (iii) was used to test the effects on LaCl3 alone. 
 figure III-1 shows a Venn diagram representing the distribution of the transcripts (4,244) 
whose abundances were changed significantly (fold change >4, q-value < 0.01) by the 
treatments. Of the 4,244 transcripts that exceeded the threshold with significance, 3,220 
transcripts responded specifically to ‘cryptogein’ treatment, 599 were responsive to both 
‘cryptogein’ and ‘cryptogein + LaCl3’ treatment whereas 425 transcripts responded solely to 
the ‘cryptogein + LaCl3’ treatment. The treatment with LaCl3 alone had no effect of transcript 
abundances of any genes.  
Independent confirmation of array data using qRT-PCR (see table III-1) for a number 
a known key transcripts showed a good correlation between the two techniques although 
transcript changes were generally found to be less pronounced when assessed by microarray. 
 
Functional categories of gene show differential activation in response to cryptogein 
The cryptogein-responsive, either LaCl3-sensitive or insensitive fractions represent 
3,819 genes. Of these, a total of 2,760 could be classified into specific functional categories 
(further named DEGs, Differentially Expressed Genes). It is noteworthy that treatment with 
cryptogein increased the transcript level of many different classes of genes. The predominant 
categories highlighted by these treatments represent transcripts encoding proteins involved in 
signal transduction (e.g. protein kinases, phosphatases, Ca
2+
-binding proteins, ion pumps and 
channels), gene transcription modulation (WRKY, MYB, NAC, Zinc finger and other 





Tableau III-2. Signal transduction-related genes with significantly altered transcript 
levels after a 4hour-exposure to cryptogein.  
Genes were listed on the basis of significance criteria (minimal fold change : 4 and maximal 
q-value : 0,01). Positive and negative ratios are based on 4 biological replicates.   







CUST_102417 potass ium channel  21,1 1,95E-07 3,7
CUST_98982 cycl ic nucleotide-regulated ion channel 13,0 1,24E-06 4,2
CUST_97685 inward recti fying shaker k+ channel 11,9 5,99E-05 1,5
CUST_60834 potass ium channel 10,4 2,26E-07 2,1
CUST_65249 high-affini ty ni trate transporter 6,5 1,46E-04 1,2
CUST_4067 potass ium channel 4,4 5,35E-07 1,7
protein (de)phosphorylation
CUST_54439 protein kinase 167,6 1,83E-08 4,6
CUST_26472 protein kinase 90,7 1,45E-09 1,5
CUST_52745 protein kinase 54,4 3,84E-09 3,6
CUST_9800 protein kinase 46,3 1,06E-07 8,0
CUST_52096 protein kinase 35,4 3,98E-10 6,3
CUST_13024 phosphatidic acid phosphatase 35,2 3,00E-07 3,1
CUST_10334 protein serine threonine kinase bnk1 33,9 2,21E-08 5,2
CUST_59952 protein phosphatase 2c 31,6 1,54E-08 5,6
CUST_60076 phosphatidic acid phosphatase 29,1 1,19E-07 4,4
CUST_39930 protein kinase 28,7 9,88E-08 7,7
CUST_102909 protein kinase-l ike protein 22,0 3,30E-07 2,3
CUST_40257 protein kinase 19,8 7,28E-09 1,7
CUST_23429 protein kinase type i  egf 18,4 2,74E-05 2,6
CUST_26666 protein phosphatase 16,8 2,68E-09 1,7
CUST_17870 protein kinase fami ly protein 16,7 4,32E-08 6,5
CUST_27608 phosphatidic acid phosphatase 15,3 2,10E-08 0,9
CUST_45860 protein kinase 15,0 5,07E-06 15,4
Calcium toolkit
CUST_56992 calmodul in-binding protein 50,9 3,63E-10 7,5
CUST_68658 calmodul in-binding protein 29,2 4,58E-08 0,8
CUST_2137 calmodul in-domain protein kinase cpk6 28,6 2,92E-08 5,8
CUST_70612 calmodul in 25,7 3,43E-08 5,4
CUST_76939 calcium-dependent protein kinase 22,3 1,50E-08 3,7
CUST_5349 cbl -interacting protein kinase 10 22,0 5,55E-08 0,7
CUST_24949 calmodul in-binding protein 21,1 7,84E-09 3,6
CUST_25163 mlo3 (mi ldew res is tance locus  o 3) ca lmodul in binding 18,6 2,44E-08 1,5
CUST_8342 calmodul in 16,3 7,05E-08 6,6
CUST_67591 calmodul in-binding protein 16,2 3,63E-08 1,1
CUST_10758 calcineurin b 13,7 2,17E-07 1,8
ion trafficking
CUST_100765 mechanosens i tive ion channel  0,1 3,58E-09 1,0
CUST_82434 water channel  protein 0,1 5,25E-08 0,8
CUST_81090 water channel  protein 0,1 3,94E-08 0,9
CUST_53447 potass ium channel 0,2 1,37E-07 0,7
CUST_44518 water channel  protein 0,2 1,87E-05 0,6
protein (de)phosphorylation
CUST_47212 protein phosphatase 2c 0,1 2,98E-06 0,8
CUST_54906 protein kinase 0,1 1,53E-08 0,7
CUST_23948 protein phosphatase 2c 0,1 7,98E-05 0,9
CUST_52224 protein phosphatase 2c 0,1 3,47E-06 1,3
CUST_25856 phosphatidyl inos i tol  3- and 4-kinase fami ly protein 0,2 1,06E-06 1,2
CUST_14378 cycl in-dependent kinase inhibi tor 3 0,2 5,82E-07 0,8
CUST_90586 receptor-l ike protein kinase 0,2 8,49E-07 0,4
CUST_49375 transmembrane protein kinase 0,2 1,32E-04 0,8
CUST_45255 ip5pi  inos i tol -polyphosphate 5-phosphatase 0,2 2,67E-07 0,9
CUST_11314 cycl in-dependent kinase inhibi tor 3 0,2 3,31E-06 0,2
CUST_24331 protein kinase 0,2 3,64E-06 0,5
CUST_13492 cdc2 protein kinases-l ike 0,2 2,00E-04 0,2
CUST_38600 protein kinase 0,2 9,09E-05 0,3
CUST_74691 serine threonine kinase-l ike protein 0,2 2,25E-07 1,1
Calcium toolkit
CUST_70649 calcium binding protein 0,2 1,04E-07 0,8
CUST_13157 cdpk-related protein kinase 0,2 1,56E-06 0,5
CUST_87987 cdpk-related protein kinase 0,2 2,35E-06 0,5
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Transcriptomic analysis identifies potential actors of the cryptogein signal transduction 
Cryptogein signal transduction has been shown to be initiated by very early 
phosphorylation events (Lecourieux-Ouaked et al. 2000) and to require the induction of 
several signaling pathways including ionic fluxes, (de)phosphorylation events and calcium 
signaling (Garcia-Brugger et al. 2006).  
Here, we showed that cryptogein perception leads to a massive modulation of gene 
expression within the kinase/phosphatase families. 29,7 % of genes encoding proteins kinases 
or phosphatases in the tobacco transcriptome (212/685 and 46/181 respectively) were 
differentially expressed when tobacco cells were challenged by cryptogein. Thirteen kinases 
and five phosphatases were up-regulated by, at least, 15 times, whereas ten kinases and five 
phosphatases were down-regulated by, at least, 5 times (table III-2). Among them, one protein 
kinase, CUST_54439, was induced 167 times in response to cryptogein. It is a very close 
homolog to NtACIK1 and LeACIK1 (67% nucleotidic identity), which were identified as 
Ser/Thr kinases essential for HR in response to Cladosporum fulvum (Navarro et al. 2004; 
Rowland et al. 2005). Furthermore, its expression is activated by cryptogein as early as 30 
minutes after treatment and peaked at 2 hours (by 21-fold and 263-fold respectively, data not 
shown). It can thus be hypothesized that this kinase may function in the signalling cascade 
induced by cryptogein and leading to HR lesions in tobacco.  
Six DEGs were potassium or nitrate channels/transporters, five of them being up-regulated 
(up to 22-fold). Surprisingly, three other DEGs corresponding to water channel proteins (i.e. 
aquaporins) were identified as down-regulated in response to cryptogein (up to 10-fold) 
whereas none was up-regulated (table III-2). Aquaporins are well-known key proteins 
functioning in plant development and in abiotic stresses responses (for review: Maurel et al. 
2008). However, their possible role in plant microbe interactions is far less understood. Only a 
few studies have identified aquaporins as plausible actors of an integrated response to biotic 
threatening (Werner et al. 2001; Tyerman et al. 2002). Furthermore, only one example of 
down-regulation of aquaporins in the plant defence context has been reported: aquaporins 
have been shown to be down-regulated in cotton root in response to Fusarium oxysporum 
(Dowd et al. 2004). Finally, a mechanosensitive ion channel was found to be down-regulated 
by 10-fold. 
Calcium channels and/or pumps and calcium decoders are supposed to play a major 
role in cryptogein signal transduction (Lecourieux et al. 2002; Garcia-Brugger et al. 2006). 
We were able to identify 13 up-regulated and 3 down-regulated genes encoding 
calcium/calmodulin binding proteins, representing 16,9% of this transcriptome. In particular, 
a gene (CUST_98982) encoding a cyclic nucleotide-regulated ion channel was shown to be 
over-expressed 13 times in response to cryptogein. Its sequence matches well-known CNGCs, 
including AtCNGC4 (63% identity) and a tobacco CNGC (79% identity). It is noteworthy that 
AtCNGC4 (also known as HLM1) was characterized as an essential component of the signal 
leading to cell death in response to Pseudomonas syringae (Balagué et al. 2003), suggesting 
that this CNGC may be required for appropriate defence responses. We also identified 4 
 
 
Tableau III-3. Oxilipin pathway-related genes with significantly altered transcript levels 
after a 4hour-exposure to cryptogein.  
Genes were listed on the basis of significance criteria (minimal fold change : 4 and maximal 
q-value : 0,01). Positive and negative ratios are based on 4 biological replicates.  
ID Gene fami ly Ratio 'cryptogein' Q-va lue Ratio 'cryptogein + LaCl3'
Oxilipin pathway
CUST_10619 divinyl  ether synthase 2409,7 1,64E-09 3,3
CUST_52317 l ipoxygenase 244,5 8,25E-08 9,1
CUST_13486 l ipoxygenase 137,6 3,34E-09 2,8
CUST_7900 l ipoxygenase 105,5 5,43E-09 6,0
CUST_50277 l ipoxygenase 104,6 8,91E-11 3,5
CUST_82890 l ipoxygenase 98,4 9,59E-10 5,6
CUST_100154 l ipoxygenase 92,6 3,98E-10 3,1
CUST_60108 l ipoxygenase 92,2 3,22E-09 10,1
CUST_101766 l ipoxygenase 90,1 6,75E-08 11,1
CUST_31514 al lene oxide synthase 86,0 3,79E-09 4,2
CUST_100609 al lene oxide synthase 69,7 1,21E-08 4,0
CUST_48587 l ipoxygenase 53,8 1,03E-07 3,5
CUST_39097 l ipoxygenase 42,1 1,74E-08 5,9
CUST_46598 al lene oxide synthase 41,6 3,01E-09 1,5
CUST_67146 al lene oxide synthase 31,0 1,27E-09 1,5
CUST_26277 l ipoxygenase 21,5 9,45E-08 1,0
CUST_11189 al lene oxide cyclase 20,5 4,91E-07 1,1
CUST_75089 al lene oxide synthase 20,2 3,07E-07 2,9
CUST_78084 l ipoxygenase 17,7 1,13E-04 0,8
CUST_93910 l ipoxygenase 16,1 3,83E-06 6,0
CUST_41540 phosphol ipase d-gamma 13,0 2,09E-06 1,8
CUST_102677 phosphol ipase d-gamma 12,7 1,11E-08 1,8
CUST_92964 al lene oxide synthase 11,0 4,12E-05 3,1
CUST_79282 l ipoxygenase 10,3 2,01E-05 2,0
CUST_22982 l ipoxygenase 9,1 1,85E-07 2,7
CUST_90793 l ipoxygenase 8,5 3,22E-06 1,5
CUST_62159 af158254_1patatin-l ike protein 2 8,4 2,74E-03 0,3
CUST_23569 l ipoxygenase 7,3 4,59E-07 1,2
CUST_16619 al lene oxide synthase 7,2 7,44E-05 1,6
CUST_50731 af158253_1patatin-l ike protein 3 7,0 9,72E-06 1,5
CUST_26458 phosphol ipase d beta  1 6,5 7,95E-06 1,3
CUST_80512 l ipoxygenase 5,2 1,17E-03 1,0
CUST_47634 phosphol ipase d 4,5 1,77E-06 1,4
CUST_52847 al lene oxide synthase 2 4,3 9,94E-05 1,9
Oxilipin pathway
CUST_61968 phosphol ipase c 0,1 1,64E-06 0,5
CUST_87035 l ipoxygenase 0,2 2,65E-07 0,8
CUST_82280 l ipoxygenase 0,2 4,81E-07 1,0
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CDPKs, two of them being up-regulated. CUST_2137 had sequence similarity with AtCPK6, 
a kinase characterized as a positive regulator of salt stress and ABA signalling (Mori et al. 
2006; Xu et al. 2010). 
14-3-3 proteins are ubiquitous regulatory components that are able to play a central 
role in the regulation of many cellular processes such as control of cell cycle, differentiation, 
targeting of proteins to different cellular locations and coordination of multiple signal 
transduction pathways (Roberts 2003; Oecking et Jaspert 2009). CUST_52089 encodes a 14-
3-3 protein that has a 100% homology with a tobacco 14-3-3 identified as an interactor of the 
resistance gene product N implicating in the TMV response (Konagaya et al. 2004). Its over-
expression peaked at 11-fold, suggesting that this sequence may represent another 14-3-3 
protein implicated in the cryptogein response since Elmayan et al. have demonstrated that a 
tobacco 14-3-3 protein was necessary for the production of AOS in response to the fungal 
elicitor (Elmayan et al. 2007). 
 
Transcriptomic analysis reveals that cryptogein activates oxylipin pathway 
Lipoxygenases (LOXs) are ubiquitous enzymes involved in the production of 
important signalling molecules and defence metabolites in plants, fungi, algae and mammals. 
LOXs catalyse the dioxygenation of polyunsaturated fatty acids containing a (1Z,4Z)-
pentadiene moiety (Gardner 1991) to form fatty acid hydroperoxides (HPs). In plants, linoleic 
acid and a-linolenic acid are the main substrates for this reaction. The resulting HPs are 
further metabolized via several metabolic routes, and metabolites originating from these 
enzymatic reactions are commonly named oxylipins. Strikingly, 73% of the genes encoding 
LOXs in tobacco were modulated in response to cryptogein. Indeed, 63% of the LOX genes 
(19/30) were up-regulated whereas 10% (3/30) were inhibited (table III-3). Furthermore, 
several acyl hydrolases, also known as patatins, typically responsible for the production of 
free fatty acids (Andrews et al. 1988) as precursors of LOX enzymes were also up-regulated 
(26% of patatin sequences ; table III-3). Such findings suggest that plant defence partially 
occurs through the production of a very diverse range of oxylipins.  
Jasmonic acid is one of the most characterized oxylipin which participates in many 
aspects of the plant life, including defence responses against herbivores and pathogens 
(Browse 2009). The synthesis of JA starts with the enzyme allene oxide synthase (AOS), 
which converts 13-hydroperoxy linolenic acid to an unstable allene oxide intermediate and in 
turn is modified by a cascade of enzymes finally leading to the formation of JA (Gfeller et al. 
2010). Here we showed that 90% of the allene oxide synthase tobacco genes (9/10) were up-
regulated in response to cryptogein (table 3), two of them, CUST_31514 and CUST_100609 
being strongly activated (by 86 and 69 times respectively). Furthermore, one sequence 
corresponding to allene oxide cyclase was also found to be up-regulated 20-fold 
(CUST_11189). Finally, we have found 4 sequences encoding phospholipases D (PLD) 
enzymes that are up-regulated by cryptogein perception (table III-3). This finding is in 
concordance with previous results indicating that the wound-induced accumulation of JA 
 
 
Tableau III-4. Transcription factors genes with significantly altered transcript levels after 
a 4hour-exposure to cryptogein.  
Genes were listed on the basis of significance criteria (minimal fold change : 4 and maximal 
q-value : 0,01). Positive and negative ratios are based on 4 biological replicates.   






CUST_6229 zinc finger (an1-l ike) fami ly protein 227,6 3,48E-08 4,8
CUST_40275 myb-related transcription factor 143,3 2,00E-09 5,5
CUST_17925 wrky transcription factor 30 111,2 7,38E-09 9,1
CUST_100666 transcription factor wrky35 109,6 4,40E-08 14,0
CUST_13243 wrky41 (wrky dna-binding protein 41) transcription factor 76,8 1,02E-07 7,8
CUST_61539 nac transcription factor 66,8 3,18E-08 1,5
CUST_9072 wrky transcription factor 62,0 6,69E-07 1,6
CUST_31260 wrky-type transcription factor 45,0 4,95E-07 5,0
CUST_31953 zinc finger (c3hc4-type ring finger) fami ly protein 40,5 1,57E-07 3,9
CUST_24094 bas ic hel ix-loop-hel ix protein 37,9 5,08E-08 1,0
CUST_30429 tpa_inf: wrky transcription factor 43 35,5 1,51E-07 10,1
CUST_22831 zinc finger protein 31,6 1,48E-06 4,0
CUST_8828 zinc finger (c3hc4-type ring finger) fami ly protein 28,8 4,04E-07 3,2
CUST_96313 zinc finger protein 27,3 2,01E-06 10,0
CUST_68898 anac034 anac035 (arabidops is  nac domain conta ining  protein 35) transcription factor 24,2 1,57E-06 2,2
CUST_49183 nac domain protein 22,7 1,31E-06 4,6
CUST_38346 zinc finger protein 21,8 3,78E-07 7,5
CUST_33935 ring-h2 zinc finger protein 20,7 2,36E-08 6,0
CUST_29598 wrky transcription factor 11 19,8 2,35E-06 1,2
CUST_25476 c2h2-type zinc finger protein 19,8 2,75E-07 13,9
CUST_76300 zinc transporter protein zip1 19,6 2,07E-08 3,0
CUST_90564 wrky transcription factor 18,7 1,05E-06 4,5
CUST_99374 zinc finger protein 18,6 1,71E-06 7,3
CUST_40091 myb transcription factor 17,4 1,99E-07 5,1
CUST_41011 myb-l ike dna-binding domain conta iningexpressed 16,8 1,15E-06 6,5
CUST_57519 myb transcription factor myb102 15,7 8,67E-07 6,1
CUST_70571 zinc finger (c3hc4-type ring finger) fami ly protein 15,7 8,95E-08 1,8
CUST_59278 salt-tolerance zinc finger protein 14,2 2,42E-04 1,4
CUST_31021 nac domain protein 13,8 4,07E-06 3,8
CUST_13962 ring zinc finger protein 13,5 1,20E-07 2,8
CUST_72321 myb51 protein (NtMybGR1) 13,1 2,84E-07 3,7
CUST_85231 zinc finger (c3hc4-type ring finger) protein fami ly-l ike 12,8 1,12E-08 2,5
CUST_30530 bzip transcription factor tga2 12,8 7,06E-07 4,7
CUST_10679 ring zinc finger protein 12,4 9,51E-08 2,7
CUST_13215 bzip transcription factor bzip132 11,5 2,14E-08 2,3
Transcription factors
CUST_84361 zinc finger (gata  type) fami ly protein 0,03 1,66E-07 0,2
CUST_80092 ring zinc finger 0,04 2,25E-07 0,3
CUST_48781 zinc finger (gata  type) fami ly protein 0,1 4,87E-06 0,8
CUST_26203 zinc finger (c3hc4-type ring finger) fami ly protein 0,1 9,35E-07 0,4
CUST_49543 ccch-type zinc finger protein 0,1 1,17E-07 1,2
CUST_13420 myb transcription factor 0,1 9,14E-09 0,6
CUST_11342 zinc finger protein 0,1 1,53E-07 0,4
CUST_69625 myb fami ly transcription factor 0,1 5,72E-08 0,7
CUST_49622 zinc finger (c3hc4-type ring finger) fami ly protein 0,1 4,14E-08 0,6
CUST_39993 myb transcription factor 0,1 1,39E-09 0,6
CUST_15019 zinc finger 0,1 7,46E-05 0,5
CUST_47781 ccch-type zinc finger protein 0,1 1,13E-07 0,9
CUST_26450 zinc finger (c2h2 type) fami ly protein 0,1 1,15E-05 0,5
CUST_80055 zinc finger protein fami ly-l ike 0,2 2,09E-06 0,9
CUST_82726 zinc finger protein 0,2 8,97E-06 1,0
CUST_58724 zinc finger (c3hc4-type ring finger) fami ly protein 0,2 1,40E-06 0,6
CUST_62032 zinc finger protein 0,2 1,62E-06 0,7
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would require the expression of a PLD gene in Arabidopsis (Wang et al. 2000). PLD 
however, does not release fatty acids as substrates for the octadecanoid pathway but may 
rather be indirectly involved by generating phosphatidic acid (PA) which might be the pivotal 
lipid messenger for the stimulation of lipid hydrolysis by other lipases (Wang 2004). 
Altogether, these results showed for the first time to our knowledge that the whole pathway 
leading to JA synthesis may be activated in response to cryptogein. 
Another route starts with the enzyme divinyl ether synthase, responsible for the 
synthesis of divinyl ether-derived phytoalexins (Weber et al. 1999). It is remarkable to see 
that the most activated gene encode a divinyl ether synthase, its up-regulation culminating at 
2,409 times (table III-3). It is also noteworthy that a remorin, CUST_87939, was the earliest 
activated gene within the whole microarray analysis. Its expression peaked at 10 minutes after 
cryptogein treatment (50 times; data not shown). Yet, it has been shown that the surexpression 
of a remorin gene in tobacco leads to the enhancement of cell death and led to an increased 
accumulation of divinyl ether-related phytoalexins (Retelska et al. 2000). Thus it would be of 
great interest to evaluate the possible accumulation of divinyl ether-derived phytoalexins in 
tobacco cells challenged by cryptogein.  
 
Tobacco transcription factors and cryptogein signalling 
Transcription factors (TFs) of very diverse multigenic families such as WRKY, MYB, 
NAC and others have been identified as key regulators of plant defence responses (Eulgem et 
Somssich 2007; Libault et al. 2007; Jensen et al. 2008). However, the nature of the 
transcription factors involved in cryptogein response remains largely unknown. Here, we 
showed that 149 DEGs encoded TFs of several major classes. Respectively, 112 and 37 TFs 
genes were found significantly up- and down-regulated by cryptogein treatment (table III-4).  
Three gene families were over-represented among the cryptogein-responsive TFs (i.e zinc 
finger, WRKY and MYB families).  
Twenty five members of the WRKY family (out of 71), representing 35% of the whole 
family, were up-regulated 4.04- (CUST_84869) to 111.24-fold (CUST_17925) in response to 
cryptogein. It is noteworthy that no member of this family was under-expressed in response to 
elicitation, a situation which has already been illustrated in Arabidopsis in response to chitin 
treatment (Libault et al. 2007).  
Furthermore, 17 MYB TFs (out of 116; i.e. 14% of the whole family) were affected by 
cryptogein treatment. Among them, CUST_72321 encodes NtMYBGR1, a R2R3 MYB TF 
previously characterized in tobacco BY-2 cells in response to Aaglucans (Shinya et al. 2007), 
suggesting that this MYB may play a pivotal role in general defence responses in tobacco. 
Moreover, the most cryptogein-activated MYB-related sequence (CUST_40275; x143.35) is a 
putative ortholog of DcMYB1, a R2R3 MYB TF which acts as a transcriptional activator of 
the carrot gDcPAL1 gene in response to elicitor treatment (Maeda et al. 2005). As PAL gene 
expression is also enhanced in response to cryptogein in tobacco cells (Lecourieux et al. 2002; 
Amelot et al. 2010, see also table III-7), it could be hypothesized that this MYB TF  may be 
 
 
Tableau III-5. Defense-related genes with significantly altered transcript levels after a 
4hour-exposure to cryptogein.  
Genes were listed on the basis of significance criteria (minimal fold change : 4 and maximal 






Stress and disease related
CUST_10471 af291179_1stel lacyanin-l ike protein cas lp1 precursor 852,0 3,79E-09 15,7
CUST_10690 cel l  wal l  peroxidase 750,9 1,11E-08 26,1
CUST_90471 disease resistance-responsive family protein 262,1 5,92E-08 8,2
CUST_17542 avr9 cf-9 rapidly elicited protein 34 229,3 1,3E-09 5,8
CUST_103121 subtil isin-like protease 223,3 2,88E-09 7,7
CUST_10383 class iv chitinase 187,0 3,01E-09 9,4
CUST_40752 subtil isin-like protease 186,3 1,34E-09 8,4
CUST_79109 trypsin proteinase inhibitor precursor 173,0 5,87E-08 8,3
CUST_100041 pathogenesis-related protein 10 138,8 1,85E-07 3,5
CUST_4764 af211538_1avr9 cf-9 rapidly elicited protein 180 138,1 6,2E-10 13,0
CUST_51499 receptor kinase-like protein 128,4 6,35E-08 5,6
CUST_23751 disease resistance protein cc-nbs-lrr 116,0 5,81E-08 2,5
CUST_14873 af211539_1avr9 cf-9 rapidly elicited protein 65 114,5 3,4E-08 55,9
CUST_90471 disease resistance-responsive family protein 107,3 5,92E-08 2,7
CUST_10967 hsr201 like protein 93,4 6,35E-08 1,8
CUST_67729 mrna inducible by salicylic acid or by tmv 91,7 9,58E-10 0,9
CUST_77752 cc-nbs-lrr protein 83,2 3,91E-08 2,6
CUST_25721 defensin protein 69,7 3,54E-08 15,6
CUST_64654 aspartyl protease family protein 64,1 1,86E-08 1,5
CUST_53664 avr9 cf-9 rapidly elicited protein 256 61,3 7,9E-09 4,5
CUST_84208 avr9 cf-9 rapidly elicited protein 57 56,6 4,1E-08 2,6
CUST_60224 lectin protein 51,8 1,10E-07 7,3
CUST_64979 mrna inducible by salicylic acid or by tmv 44,9 4,54E-09 1,5
CUST_79662 receptor protein kinase-related 39,7 1,33E-05 2,0
CUST_31507 af211540_1avr9 cf-9 rapidly elicited protein 75 39,1 3E-07 2,9
CUST_50554 mrna inducible by salicylic acid or by tmv 39,1 1,33E-08 0,8
CUST_70327 af211537_1avr9 cf-9 rapidly elicited protein 137 37,0 6,1E-07 3,5
CUST_8866 class iv chitinase 34,5 7,93E-09 4,6
CUST_14293 pathogenesis-related protein 10 31,8 1,53E-06 13,9
CUST_48717 ribonuclease h 28,7 1,39E-09 1,6
CUST_64765 receptor-like protein kinase 28,6 1,50E-07 3,6
CUST_57981 nbs-lrr type disease resistance protein 25,4 4,86E-08 1,4
CUST_90088 avr9 cf-9 rapidly elicited protein 141 23,6 6E-09 5,0
CUST_81807 receptor serine threonine kinase pr5k 23,0 1,28E-07 6,5
CUST_54532 thaumatin-like protein 22,8 2,31E-09 1,3
CUST_11377 avr9 cf-9 rapidly elicited protein 34 21,9 5,8E-09 2,5
CUST_26237 receptor lectin protein kinase-like 20,7 4,60E-06 3,2
CUST_71406 af211539_1avr9 cf-9 rapidly elicited protein 65 20,0 4E-07 19,6
CUST_10476 protease inhibitor 18,1 2,28E-06 4,8
CUST_56716 defensin amp1 protein 16,7 8,44E-05 8,3
CUST_70311 wall-associated kinase 2 16,6 2,66E-07 6,5
CUST_11659 harpin-induced hin1-related harpin-respons ive 13,4 1,06E-07 1,8
Stress and disease related
CUST_1282 subtil isin proteinase-like 0,04 8,38E-07 0,4
CUST_93617 receptor protein kinase-like protein 0,05 1,32E-08 0,6
CUST_57722 thaumatin-like protein 0,1 2,16E-05 0,1
CUST_82199 aspartyl protease family protein 0,1 2,94E-06 0,4
CUST_14846 aspartyl protease family protein 0,1 8,28E-07 0,5
CUST_15287 receptor protein kinase-like protein 0,1 7,45E-09 0,6
CUST_32129 aspartyl protease family protein 0,1 5,57E-06 0,5
CUST_60978 cysteine protease 0,1 8,91E-08 0,7
CUST_38990 sulfolipid synthase 0,2 4,59E-07 0,6
CUST_83421 serine protease-like protein 0,2 7,19E-05 0,5
CUST_87504 universal stress proteinfamily protein 0,2 2,50E-05 0,6
CUST_29819 receptor l ike protein kinase 0,2 1,13E-05 0,7
CUST_53458 sphingolipid delta-8 desaturase 0,2 9,32E-06 0,4
CUST_45848 cysteine protease 0,2 1,75E-07 1,1
CUST_40733 potyviral helper component protease-interacting protein 2 0,2 1,74E-06 0,5
CUST_49480 cysteine proteinase 0,2 1,43E-07 0,9
CUST_55461 sulfolipid synthase 0,2 1,80E-05 0,3
CUST_19001 ulp1 proteasec-terminal catalytic domain containing protein 0,2 1,97E-06 1,1
CUST_45418 receptor-like protein kinase 0,2 4,01E-05 0,5
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an important component of the signalling network leading to the activation of the 
phenylpropanoid pathway through PAL gene activation. Six MYB were also down-regulated 
after elicitor treatment, a finding that is in accordance with what was found in Arabidopsis 
(Liebault et al. 2007) and tobacco (Hui et al. 2003).  
Gene expression of 79 (of 544) sequences related to all classes of zinc finger TF was 
modulated by cryptogein perception. Gene activation and gene repression went from 4- to 
227-fold and from 4.2- to 35- fold respectively. 
Cryptogein-responsive TF genes likely represent key elements in the ability of the cell 
to modify gene expression as part of the plant defence reaction. Indeed, our microarray results 
showed that a large number of genes were modulated more than 4-fold by cryptogein 
treatment, with 2,812 genes up-regulated and 1,007 genes down-regulated. Thus, it seemed 
that cryptogein perception led to the activation of a very diverse set of TF, allowing the cell to 
precisely modulate target gene expression. 
  
Transcriptomic analysis identifies putative key actors of several plant defence pathways 
Receptor protein kinases play a fundamental role in plant response to biotic stress 
(Afzal et al. 2008). In the present study, 10 DEGs with similarities to various receptor protein 
kinases were identified. Among them, we found a 23-fold up-regulated protein serine kinase, 
CUST_81807, which is highly homologous to AtPR5K, a receptor protein kinase involved in 
plant defene responses (Wang et al. 1996). Such protein has also been found in Vitis vinifera 
(Di Gaspero et Cipriani 2003). Furthermore, the most activated receptor kinase in our study, 
CUST_51499 (128 times), encodes CRK1, a receptor protein kinase previously reported as 
essential for cytokinin signalling (Schäfer et Schmülling 2002). Additionally, expression of 
two DEGs (CUST_60224 and CUST_26237) similar to lectin protein kinases was also up-
regulated 51- and 21-fold respectively. One of these genes may be essential for the perception 
of cryptogein and phosphorylation events downstream. Moreover, it is well known that LRR 
proteins are not only essential for the activation of defence genes after recognition between 
the plant and the product of an avirulence gene from the pathogen but also play important 
roles in various actions after ligand recognition (Afzal et al. 2008). Nevertheless, further 
study is required to better understand the role of these receptor kinase proteins in cryptogein 
signalling. 
Several DEGs are also related to the NBS-LRR multigenic family, proteins capable of 
sensing cytosolic pathogenic effectors (Dangl et Jones 2001). The up-regulation of 
CUST_23571 was the most significant followed by CUST_77752 and CUST_57981, which 
were increased by 116-, 83- and 25-fold respectively (table III-5). CUST_23571 and 
CUST_77752 encode coiled-coil-NB-LRR proteins (CC-NB-LRR) and may represent 
important defence signalling components in response to cryptogein. Furthermore, 3 sequences 
with homology to Toll-interleukin-1-Receptor-NBS-LRR (TIR-NBS-LRR) proteins were 
found to be up-regulated by 12-, 8- and 4- fold respectively (data not shown). 
 
 
Tableau III-6. Cell wall-related genes with significantly altered transcript levels after a 
4hour-exposure to cryptogein.  
Genes were listed on the basis of significance criteria (minimal fold change : 4 and maximal 
q-value : 0,01). Positive and negative ratios are based on 4 biological replicates.  
  






CUST_9368 expans in-l ike protein 421,6 6,02E-09 10,3
CUST_37912 pectinesterase fami ly protein 107,7 3,35E-10 0,5
CUST_69538 hydroxyprol ine-rich glycoprotein fami ly protein 75,9 4,89E-08 7,8
CUST_66158 xyloglucan endo-transglycosylase 29,6 1,23E-07 3,9
CUST_28475 alpha-expans in 5 29,5 1,65E-06 0,4
CUST_9294 glycosyl  transferase fami ly 1 protein 27,9 3,82E-06 3,9
CUST_59804 xyloglucan endo-transglycosylase 19,2 3,89E-06 2,4
CUST_27854 pectinesterase fami ly protein 17,9 9,14E-07 1,1
CUST_58263 glycosyl  hydrolase fami ly 18 protein 17,1 1,71E-07 5,6
CUST_1987 xyloglucan endo-transglycosylase 16,1 2,64E-06 1,3
CUST_63633 expans in-l ike protein 15,9 2,02E-05 6,0
CUST_67966 xyloglucan endo-transglycosylase 14,9 2,09E-06 1,8
CUST_35388 xyloglucan endotransglycosylase 13,9 3,84E-06 1,8
CUST_34725 expans in-l ike protein 13,5 4,77E-05 4,5
CUST_11112 expans in-l ike protein a 11,9 3,24E-07 3,2
CUST_83815 arabinogalactan protein 7,0 1,19E-06 0,8
CUST_12326 pectin methylesterase inhibi tor protein 6,6 8,39E-05 0,3
CUST_21163 atcs lc04 (cel lulose-synthase l ike c 4) 4,9 7,57E-06 0,9
Cell wall modification
CUST_51985 expans in 0,01 1,90E-08 0,1
CUST_65105 xyloglucan endo-transglycosylase 0,1 6,65E-07 0,1
CUST_84418 xyloglucan endo-transglycosylase 0,1 2,39E-06 0,1
CUST_100307 beta-ga lactos idase l ike protein 0,1 1,05E-07 0,3
CUST_21005 beta-ga lactos idase l ike protein 0,1 4,18E-06 0,4
CUST_90893 beta-ga lactos idase l ike protein 0,1 3,59E-07 0,4
CUST_39306 beta-ga lactos idase l ike protein 0,1 7,95E-07 0,4
CUST_56284 pectate lyase 0,1 1,13E-05 0,1
CUST_18998 hydroxyprol ine-rich glycoprotein fami ly protein 0,1 1,66E-05 0,2
CUST_102304 pectate lyase 0,1 6,78E-06 0,1
CUST_92649 polygalacturonase 0,1 9,74E-05 0,3
CUST_71590 pectate lyase 0,1 4,43E-07 0,5
CUST_30570 pectate lyase 0,2 2,79E-04 0,1
CUST_56321 hydroxyprol ine-rich glycoprotein fami ly protein 0,2 3,44E-05 0,9
CUST_83704 beta-ga lactos idase 0,2 1,36E-05 0,3
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Among 12 DEGs encoding very diverse pathogenesis-related proteins, the up-
regulation of CUST_10383, which encodes a class IV chitinase, was the most significant 
(187-fold; table III-5). It is noteworthy that not less than 8 (of 17) families of PR proteins 
were represented as DEGs. Two class IV chitinases (128- and 34-fold respectively), one 
thaumatin-like (23-fold), two proteinase-inhibitors (172-, and 18-fold respectively), eleven 
peroxidases (up to 750-fold, CUST_10690), 3 ribonuclease-like proteins (138-, 31- and 28-
fold respectively), one defensin (16-fold), and two lipid-transfer protein (data not shown) 
were up-regulated in response to cryptogein, highlighting the complexity of the disease 
signalling network in tobacco as it has been shown in other species including Arabidopsis 
(Thomma et al. 2001).Very interestingly, we identified a cell wall peroxidase (CUST_10690) 
which was highly up-regulated (752-fold, table 5) and which has very high homology (94%) 
with a pepper peroxidase CaPO2. This peroxidase has been characterized as essential for local 
and systemic cell death and defence response to bacterial pathogens (Choi et al. 2007). Thus, 
this tobacco putative ortholog of CaPO2 may be responsible for the apoplastic production of 
H2O2 (Ashtamker et al. 2007) and may play a role in cryptogein-induced programmed cell 
death (PCD) in tobacco BY-2 cells. 
Two DEGs were related to programmed cell death (PCD) including hsr201, which 
was up-regulated by 93-fold (CUST_10967; table III-5) and HIN1, which encodes a harpin. 
Thus, our study highlighted several DEGs with similarity to HR-related proteins (HSR201, 
harpin and TIR-NBS-LRR), which is in agreement with the cryptogein-induced PCD 
observed in elicited tobacco BY-2 cells (Amelot et al. 2010).  
Eleven DEGs with similarity to previously identified defence-related sequences were 
also found to be up-regulated (range of up-regulation from 15- to 229-fold; table III-5). 
Indeed, Durrant et al. (2000) have characterized 263 genes whose expression was rapidly 
enhanced during avr9-cf9 interaction in tobacco cell cultures. In our study, we have shown 
that at least 11 of them were strongly elicited by a cryptogein treatment, suggesting an 
overlapping transcriptomic response between Avr gene-dependent resistance and cryptogein-
mediated defence as it has already been shown in Arabidopsis cell cultures between Avr gene 
dependent defence responses and bacterial pathogenesis (Navarro et al. 2004). 
 
Transcriptomic analysis identifies genes involved in cell wall rearrangements  
Plants cell-wall related enzymes are involved in diverse functions. These include 
assimilation of photosynthetic products, synthesis of various cell wall polymers, synthesis and 
conversion of glycosylated compounds and modifications of cell wall properties and/or 
composition in response to biotic stresses (Hückelhoven 2007). Here we show that genes 
encoding many of the diverse cell-wall-related proteins were affected by the cryptogein 
treatment. Indeed, genes encoding glycosyl transferases and hydrolases (GT and GH 
respectively), xyloglucan endo-transglysosylases (XET), cellulose synthases, expansins and 
pectinesterases were differentially modulated by cryptogein (table III-6). 
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Pectins are major components of cell walls as they form a network including 
chemically diverse polymers such as homogalacturonan, rhamnogalacturonan I and 
rhamnogalacturonan II. They are particularly important for cell wall strengthening in response 
to cryptogein in tobacco (Kieffer et al. 2000; Lherminier et al. 2003). It is noteworthy that 
two main gene families are modulated by cryptogein in an opposite way. Indeed, 3 up-
regulated DEGs encode pectin esterases whereas 4 down-regulated DEGs encode pectate 
lyases (table III-6). Both enzymes encode pectin-degrading enzymes, suggesting that 
cryptogein perception led to selective gene modulation and appropriate pectin remodeling. 
Very interestingly, among the 4 down-regulated pectate lyase genes, CUST_30570 encode a 
pectate lyase that is 74% homolog to AtPRM6, a pectate lyase identified as a powdery mildew 
susceptibility factor in Arabidopsis (Vogel et al. 2002). Mutation of this gene led to plant 
resistance, suggesting that this gene is required for compatible interaction. Thus, tobacco BY-
2 cells defence response may require the down-regulation of this pectate lyase.  
On the other hand, 3 DEGs encoding pectin esterase proteins were found up-regulated. 
One of them, CUST_12326, is a pectin methylesterase inhibitor protein which has 54% 
homology with AtPMEI-1, a protein which interacts with plant pectin methylesterase to 
modulate the degree of pectin methylesterification (Lionetti et al. 2007). Such modulation is 
important for cell wall integrity as pectins are targets of fungal polygalacturonases. Thus, our 
results confirm that the control of the degree of methylesterification is important for plant 
defence as it has been shown in Arabidopsis (Lionetti et al. 2007) and in pepper (An et al. 
2009).  
Sixteen DEGs (of 50) encoding xyloglucan endotransglycosylases (XETs) were found 
to be modulated by cryptogein perception. Seventy-five percent of these DEGs were up-
regulated, the others being down-regulated. These proteins function as cell-wall loosening 
enzymes (for review Rose et al. 2002) and it may hypothesized that tobacco cells respond to 
cryptogein perception by modulating its cell wall capacity to allow elongation/growth. 
We also found several sequences corresponding to cell wall-related enzymes that were 
highly up-regulated in response to cryptogein. CUST_58263 (by 17-fold, table III-6) encodes 
a glycosyl hydrolase with chitinase III activity and may be essential for counter-attacking the 
fungal cell wall. We also identified a cellulose synthase (up-regulated by 4.90-fold, 
CUST_21163) highly homologous to AtCslc4, a member of Ces-like (Cesl) family whose 
function is still unknown.  
One of the most up-regulated gene in response to cryptogein encodes an expansin 
(421-fold, table III-6), a protein that is capable of loosening cell walls for proper cell growth 
(Li et al. 2003). It is noteworthy that another expansin gene represents the most down-
regulated gene (0,01-fold, table III-6). Although expansins have been characterized mainly 
with focus to plant development, it is plausible that these enzymes could have a role in plant 
defence. Furthermore, it seems that two members of the family may have opposite roles in 
cell expansion and loosening in response to cryptogein. 
 
 
Tableau III-7. Secondary metabolism-related genes with significantly altered transcript 
levels after a 4hour-exposure to cryptogein.  
Genes were listed on the basis of significance criteria (minimal fold change : 4 and maximal 
q-value : 0,01). Positive and negative ratios are based on 4 biological replicates.  
  






CUST_8294 5-epi -aris tolochene synthase 332,3 3,80E-10 5,6
CUST_7564 short-chain alcohol dehydrogenase 288,6 7,38E-10 2,7
CUST_11033 CCoAOMT 4 273,0 6,08E-08 21,5
CUST_9725 5-epi -aris tolochene synthase 261,6 7,84E-09 5,0
CUST_24543 serine decarboxylase 245,5 1,51E-07 14,0
CUST_102981 CCoAOMT 3 133,2 1,40E-08 13,2
CUST_103399 tropinone reductase i 76,9 7,23E-07 7,0
CUST_33141 short-chain alcohol dehydrogenase 72,7 2,67E-08 2,8
CUST_51610 phenyla lanine ammonia-lyase 63,2 2,65E-07 2,4
CUST_103220 phenyla lanine ammonia-lyase 49,2 5,48E-07 3,0
CUST_56210 cinnamyl-alcohol dehydrogenase eli3-1 40,4 4,15E-08 1,2
CUST_81888 carotenoid cleavage dioxygenase 1 32,2 6,59E-09 1,0
CUST_24256 phenyla lanine ammonia-lyase 28,7 1,78E-07 2,5
CUST_86045 flavin monooxygenase 28,6 1,97E-06 8,9
CUST_8376 tyramine hydroxycinnamoyltransferase 25,7 3,80E-07 6,3
CUST_98946 hydroxycinnamoyl -shikimate quinate hydroxycinnamoyltransferase 24,1 8,54E-08 3,2
CUST_9820 4-coumarate:coenzyme a  l igase 18,9 2,50E-07 1,7
CUST_50675 4-coumarate:coenzyme a  l igase 17,3 1,30E-05 1,6
CUST_102420 pinores inol -larici res inol  reductase 14,5 2,28E-04 1,2
CUST_95525 cinnamate 4-hydroxylase 11,3 1,86E-03 5,2
CUST_98873 anthocyanidin-3-glucos ide rhamnosyltransferase 10,9 1,59E-07 0,5
CUST_24660 -dopa dioxygenase extradiol 10,5 1,12E-05 2,6
CUST_40986 caffeic acid o-methyltransferase 9,8 1,47E-06 1,4
CUST_12741 ornithine decarboxylase 9,8 7,21E-08 1,5
CUST_58651 prephenate dehydratase 8,4 6,98E-08 0,9
CUST_51886 chalcone-flavanone isomerase fami lyexpressed 7,9 1,24E-05 2,5
CUST_101437 -dopa dioxygenase extradiol 7,0 1,09E-06 0,9
CUST_10793 prephenate dehydratase 6,3 8,19E-07 1,0
CUST_85537 flavonoid 3-glucosyl  transferase 5,1 1,45E-03 2,9
Secondary metabolism
CUST_63443 flavanone 3-beta-hydroxylase 0,1 4,76E-08 0,3
CUST_86410 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 0,1 1,41E-06 0,8
CUST_72547 9-cis -epoxycarotenoid dioxygenase 0,1 2,74E-07 0,4
CUST_97232 hydroxyphenylpyruvate reductase 0,2 5,07E-06 0,8
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Finally, we have shown that several DEGs encoded hydroxyproline-rich glycoproteins 
(HRGPs). One, CUST_69538, was activated by 75-fold in response to cryptogein (table III-6) 
whereas CUST_83815, which encodes an arabinogalactan protein, was activated by 7-fold. It 
is well-known that these proteins may function in strenghtening the cell wall to impede fungal 
growth (Kawalleck et al. 1995) and it has been reported several times that fungal elicitation 
led to the activation of HRGPs (Lawton et al. 1987; Garcia-Muniz et al. 1998). Thus, tobacco 
BY-2 cells challenged by cryptogein would reinforce their cell walls with HRGPs.  
 
Cryptogein activates genes of the secondary metabolism 
Previous studies from our group have demonstrated that cryptogein perception in 
tobacco BY-2 cells remodels the phenylpropanoid pathway (Amelot et al. 2010). Indeed, most 
of the genes within the phenylpropanoid pathway were substantially activated after elicitation. 
Our microarray data confirm our previous results since CCoAOMT (isoforms 4 and 3), PAL, 
HCT, 4CL, C4H and COMT genes were up-regulated in response to cryptogein. (Table III-7). 
Furthermore, although we have demonstrated that bona fide CAD was not activated by 
cryptogein treatment (Amelot et al. 2010), we show here that several CAD-like genes (also 
called ELI or short chain alcohol dehydrogenase) were widely up-regulated (up to 288-fold, 
table III-7). Moreover, these sequences are highly homologous to known ELI proteins from 
parsley (Schmelzer et al. 1989) and Arabidopsis (Tronchet et al. 2010) that were identified in 
plant-pathogen interactions.  
We also found several DEGs encoding enzymes dealing with the transformation of products 
of the phenylpropanoid pathway, including a serine decarboxylase (CUST_24543) and a 
tyramine hydroxycinnamoyltransferase (THT, CUST_8376). Both corresponding genes are 
strongly activated (by 245- and 25-fold respectively) and suggest that cryptogein perception 
could lead to the formation of volatiles phenolics (Tieman et al. 2006) and phenolamines 
respectively. 
We further identified a tropinone reductase (CUST_103399, table III-7), up-regulated 
by 76.95-fold, which is also a short-chain dehydrogenase. This enzyme catalyzes the 
reduction of tropinone, a key component of the tropane alkaloid metabolism leading to 
calystegines synthesis (Nakajima et al. 1993; Brock et al. 2008). To our knowledge, this 
enzyme is biochemically well characterized, especially in Solanaceae species (Dräger 2006), 
but its role in plant development and/or stress responses is unclear. Our results suggest that 
this protein could have a role in cryptogein-induced responses, a hypothesis strengthened by 
recent work showing that Convolvulus sepium plants expressing cryptogein, showed a high 
accumulation of calystegines (Chaudhury et al. 2009). 
The initial step in the conversion of the isoprenoid intermediate farnesyl diphosphate 
to the sesquiterpenoid phytoalexin capsidiol in elicitor-treated tobacco tissues is catalyzed by 
an inducible sesquiterpene cyclase, named 5-epi-aristolochene synthase (EAS; Vögeli and 
Chapple 1988). Two DEGs (CUST_8294 and CUST_9725) encoding such enzymes are 






















Tableau III-8. Functional categories that show a significant deviation from the 
background binomial distribution for inhibitor sensitivity.  
As background distribution, the total complement of inhibitor-sensitive transcripts (343 out of 
a total of 3819) was used. Categories that are more calcium-dependent or calcium-
independent compare to the overall background are shown in red and blue respectively.  
 
DEGs Ca Independent Ca Dependent Ca Independent(%) Ca Dependent(%) p-value (Fisher test)
total 3819 343 3476 0,090 0,910
signal transduction 185 36 149 0,195 0,805 2,53E-05
stress & disease 182 7 175 0,038 0,962 1,48E-02
Hormones 77 9 68 0,117 0,883 4,19E-01
Oxidative burst 31 2 29 0,065 0,935 1,00E+00
Cell wall modification 97 10 87 0,103 0,897 5,92E-01
Transcription factors 149 16 133 0,107 0,893 4,65E-01
Oxylipin pathway 37 0 37 0,000 1,000 7,27E-02
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Furthermore, cryptogein-mediated gene induction is mostly Ca
2+
-sensitive (table III-7). These 
results are in total accordance with previous studies showing that tobacco EAS are implicated 
in the synthesis of capsidiol (a sesquiterpene phytoalexin) and that its expression was 
modulated by AOS and Ca
2+
 signalling events (Vogeli et al. 1992; Rusterucci et al. 1996).  
Two DEGs were identified as encoding apocarotenoid biosynthesis enzymes. 
CUST_81888 (up-regulated by 32-fold) encodes a tobacco carotenoid cleavage dioxygenase 
1, an enzyme that cleave 9, 10 double bonds carotenoids such as phytoene or lycopene 
(Auldridge et al. 2006). On the other hand, CUST_72547, which was down-regulated by 10-
fold, encodes a 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase, which is involved in cleaving 11, 12 
double bonds carotenoids and is essential for the synthesis of ABA precursors (Auldridge et 
al. 2006). Thus, cryptogein may lead to the selective modulation of apocarotenoid enzymes.  
 
Functional gene categories show differential sensitivity to calcium 
For a majority of unigenes whose transcript abundance was significantly modulated by 
a cryptogein treatment, this modulation was prevented or reduced by a co-treatment with a 
Ca
2+
 signal inhibitor LaCl3. Tables 2-7 show that in most cases there was a large difference 
between the ratio values observed in the ‘cryptogein condition’ and in the ‘cryptogein + 
LaCl3’ condition. In the whole set of 3,819 cryptogein-responsive unigenes, 3,476 (91%) were 
sensitive to the inhibitor. However, the relative proportions of inhibitor-sensitive and -
insensitive transcripts varied greatly across functional categories of cryptogein-responsive 
genes (Table III-8). To identify functional categories which are likely to require a Ca
2+
 
signalling event for transcriptional regulation and those which are not, data were therefore 
analyzed for all 3,819 cryptogein-responsive genes with respect to inhibitor sensitivity. In the 
complete dataset of 2,812 up-regulated genes, 2,548 were found to be inhibitor-sensitive and 
234 were inhibitor-insensitive. Among down-regulated genes, 879 out of a total of 1,007 were 
sensitive, whereas 109 genes were insensitive to inhibitor. Data from each functional category 
were analyzed to test whether the distribution of inhibitor-sensitive and -insensitive genes in 
that particular category deviated significantly from the distribution in the reference dataset 
consisting of the whole set of 3,819 transcripts. Table III-8 reports those categories that 
showed a significant change from the null hypothesis P1=P2 (i.e. distribution in the category 
is not significantly different from the distribution in the reference set). Among categories of 
genes that were modulated by cryptogein, those involved in stress & disease and involved in 
oxylipin pathway were significantly inhibitor-sensitive (Table III-8; 175 out of 182 and 37 of 
37 genes respectively). It is noteworthy that all DEGs related to oxylipin pathway were 
affected by the LaCl3 treatment. Thus, it seems that this particular metabolic pathway 
involved in defence response is totally under calcium-governance. This result is consistent 
with the findings of Moscatiello et al. 2006 who have shown that in Arabidopsis cell cultures 
elicited by OGs, the up-regulation of the genes implicated in jasmonate pathway (one branch 
of the oxylipin pathway) was severely affected by a LaCl3 treatment. 
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On the other hand, we found that the cryptogein-modulated genes involved in signal 
transduction were significantly inhibitor-insensitive as compared to the overall distribution. 
This may be explained by the fact that, in response to cryptogein, several events occur prior to 
calcium signalling. Thus, such events would require calcium-insensitive transcriptional 
activation of genes implicated in very early events. 
In all other categories, no evidence for significant deviation from the background distribution 
of inhibitor sensitivity was obtained. Our analysis suggests that two of the processes that 
contribute to rapid cryptogein responses may require an upstream Ca
2+
 signal. By contrast, 













We have documented the transcriptome changes that occur in tobacco BY-2 cells 
challenged by the elicitin, cryptogein. More than 4,000 genes, or ~10% of the tobacco 
transcriptome studied here, were identified as differentially expressed, which is likely to be a 
conservative estimate due to the use of four biological replicates. Apart from a large number 
of unknown and hypothetical proteins, our results provide an extensive catalog of signalling 
components, regulatory factors, and defence-related transcripts involved in cryptogein 
perception, signalling and response. The transcriptome data also enabled to propose functions 
for some of the vast number of genes which are still poorly characterized both at the 
biochemical and physiological levels.  
Moreover, using a microarray-based approach with LaCl3 as a pharmacological tool, it 





independent components and to establish the role of cryptogein in the transcriptional 
regulation of target genes involved in the pathogen response. Analyzed on the basis of 
sensitivity to inhibitors that abolish the Ca
2+
 transient, specific functional categories were 




-independent. Although these data do not provide 
direct evidence for altered protein activity, they may form an indication that specific 
biochemical functions do require an initial Ca
2+
 signal. First, many of the genes involved in 
plant defence responses failed to be induced after inhibitor treatment and therefore seem to 
require an upstream Ca
2+
 signal. Furthermore, the group of genes involved in the biosynthesis 
of oxylipins showed extreme (100%) sensitivity. By contrast, genes potentially implicated in 
signal transduction seem less dependent on the calcium signal itself.  
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Mes travaux de thèse ont permis d’améliorer la compréhension générale des 
mécanismes de défense mis en place en réponse à la cryptogéine, et notamment de 
caractériser l’implication et l’importance du métabolisme des phénylpropanoïdes, de mettre 
en évidence un couplage fin entre la signature calcique induite et la régulation 
transcriptionnelle de gènes impliqués dans ce métabolisme et enfin d’identifier de potentiels 
effecteurs des voies de signalisation activées par la cryptogéine ainsi que des acteurs 
contribuant à la mise en place des réponses adaptatives.  
Ces résultats nous ont aussi conduit à nous poser de nouvelles questions et à générer 
des hypothèses qui ouvrent de nombreuses perspectives de travail dont certaines sont 
développées ci-après : 
 
LE REMODELAGE DU METABOLISME DES PHENYLPROPANOÏDES EST UN 
EVENEMENT IMPORTANT DE REPONSE A LA CRYPTOGEINE  
 
Des cellules de tabac BY-2 élicitées par la cryptogéine répondent notamment par un 
remodelage du métabolisme des phénylpropanoïdes. L’ensemble des gènes impliqués dans 
cette voie de biosynthèse, excepté le gène CAD, sont rapidement activés après la perception 
de l’éliciteur. Le fait que le gène CAD ne soit absolument pas induit (voire réprimé) par la 
cryptogéine suggère que les cellules sont capables d’accumuler d’importantes quantités 
d’aldéhydes tels que le coniféraldéhyde ou le 5-hydroxyconiféraldéhyde. Hors, les résultats 
que nous avons obtenus montrent, au contraire, que les cellules synthétisent de manière accrue 
des acides hydroxycinnamiques, et notamment de l’acide férulique et de l’acide 
hydroxyférulique. Il semble donc que le coniféraldéhyde puisse être converti par oxydation en 
acide férulique par une aldéhyde déshydrogénase telle que celle codée par REF1 caractérisée 
chez Arabidopsis thaliana. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait envisageable de 
supprimer par RNAi l’expression de l’orthologue putatif chez le tabac, lequel est fortement 
activé en réponse à la cryptogéine. La caractérisation de lignées cellulaires sous-exprimant ce 
gène permettrait de confirmer l’existence chez le tabac d’une voie de transformation des 
aldéhydes en leurs acides carboxyliques correspondants. Afin de préciser le rôle de ces 
derniers dans les réponses de défense (renforcement de la paroi, toxicité accrue pour le 
pathogène...), il serait judicieux de passer à un modèle en plante entière. Pendant ma thèse, 
j’ai commencé à tester la faisabilité de cette approche en réalisant des infiltrations de 
cryptogéine (résultats non présentés) chez 3 variétés de tabac différentes. J’ai ainsi vérifié que 
l’augmentation des niveaux de transcrits des gènes de la voie des phénylpropanoïdes était très 
comparable à celle constatée dans les cellules. Outre la validation in planta de données 
obtenues sur cellules, ces résultats permettent d’envisager de rechercher des plants de tabac 
mutés pour le gène Aldh dans la collection de mutants EMS Tilling d’Imperial Tobacco. Une 
fois obtenus, ces mutants permettraient, par comparaison avec des plantes sauvages 
préalablement élicitées par la cryptogéine, et via des tests de digestibilité et des essais 
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d’inoculation avec Phytophthora parasitica var. nicotiana, de préciser le rôle des composés 
dans la défense de la plante. 
 
LE DECODAGE DE LA SIGNATURE CALCIQUE INDUITE PAR LA 
CRYPTOGEINE PERMET L’ACTIVATION SELECTIVE DE GENES DE LA VOIE 
DES PHENYLPROPANOÏDES. 
 
 L’utilisation d’agents pharmacologiques, le LaCl3 et l’EGTA, capables d’inhiber 
l’influx calcique généré par la perception de la cryptogéine nous a permis de démontrer que 
l’ensemble des évènements liés au métabolisme des phénylpropanoïdes étaient strictement 
dépendants du calcium. De façon plus fine, nous avons montré que l’expression des 
principaux gènes du métabolisme des phénylpropanoïdes était directement corrélée à 
différentes caractéristiques de la signature calcique spécifique de la cryptogéine. Nous avons 
identifié deux groupes de gènes régulés de manière distincte selon le contexte calcique. Ainsi, 
les gènes PAL, HCT et CCoAOMT, sont activés par de faibles concentrations de cryptogéine 
alors que des concentrations plus importantes conduisent à une diminution des niveaux de 
transcrits, et leur expression est très fortement corrélée au plateau calcique prolongé. Ces 
résultats nous ont conduit à construire un modèle descriptif visant à expliquer le 
comportement des gènes en fonction de l’intensité du stimulus, et donc, de l’intensité du 
signal calcique. Pour ces 3 gènes, la composante activatrice du signal calcique est contenue 
dans la phase de plateau prolongée qui apparaît pour de très faibles concentrations de 
cryptogéine. Par contre, pour une intensité de stimulus plus importante, une composante 
inhibitrice codée par le premier pic calcique se met en place et entraîne une diminution de 
l’accumulation des transcrits.  
 En revanche, les gènes C4H, 4CL, COMT et CCR appartiennent à un deuxième groupe 
de gènes, préférentiellement activés par de fortes concentrations de cryptogéine, et dont 
l’expression est fortement corrélée à l’intensité du premier pic calcique.  
 Ces résultats démontrent qu’à la fois l’intensité et la forme du signal calcique jouent 
un rôle dans l’activation cryptogéine-dépendante des gènes de la voie des phénylpropanoïdes, 
suggérant la mise en place par la cellule de mécanismes très finement régulés de contrôle de 
la transcription. La composition de ces deux groupes ne renseigne pas a priori sur leur 
signification physiologique mais constitue une piste pour rechercher les facteurs de 
transcription impliquée dans cette régulation différentielle. 
 
LA PERCEPTION DE LA CRYPTOGEINE INDUIT LE REMODELAGE DE 10% DU 
TRANSCRIPTOME. 
 
 Une approche transcriptomique globale basée sur l’utilisation de microarrays couvrant 
une large part du transcriptome de tabac nous a permis d’identifier 3 819 gènes 
différentiellement exprimés en réponse à la cryptogéine.  
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Parmi ces gènes se trouvent des acteurs essentiels à la fois dans la voie de signalisation 
de la cryptogéine et dans les voies effectrices des défenses. Plusieurs kinases (dont 1 proche 
homologue d’une kinase identifiée comme essentielle dans l’établissement de la HR chez le 
tabac), plusieurs canaux ioniques (y compris un CNGC orthologue putatif de HLM1, acteur 
essentiel des voies de défense conduisant à l’établissement de la HR chez Arabidopsis) et un 
grand nombre de facteurs de transcription constituent des cibles d’intérêt pour des 
caractérisations fonctionnelles futures.  
Par ailleurs, nous avons mis en évidence un grand nombre de gènes codant des 
protéines PR non encore caractérisées dans la réponse cryptogéine, ainsi qu’une péroxydase 
potentiellement impliquée dans la syntèse d’H2O2 apoplastique ; tous sont d’excellents 
candidats pour des rôles clés dans l’établissement des défenses.  
La voie de biosynthèse des oxylipines semble être un élément essentiel des voies 
effectrices de défense induites par la cryptogénine. En effet, non seulement la branche 
conduisant à la synthèse de dérivés du jasmonate, mais également la branche conduisant à la 
formation de phytoalexines de type divinyl éther sont fortement induites. Il serait par ailleurs 
nécessaire de vérifier l’accumulation de ces phytoalexines dans des cellules élicitées par la 
cryptogéine.  
Finalement, nous avons noté l’activation d’un certain nombre de gènes codant des 
protéines impliqués dans les réarrangements pariétaux et la synthèse de métabolites 
secondaires (y compris les gènes de la voie des phénylpropanoïdes). 
 Afin d’aller plus loin et de limiter le nombre de candidats, nous avons effectué une 
analyse transcriptomique de la cinétique d’activation des gènes en réponse à la cryptogéine. 
Cette expérience en cours d’exploitation va nous permettre de regrouper les gènes en 
« clusters » selon leur cinétique d’expression et de sélectionner des gènes candidats pour une 
analyse fonctionnelle en fonction de leur appartenance à un cluster d’expression. A titre 
d’exemple, nous avons d’ores et déjà identifié un couple de partenaires potentiels dont la 
cinétique d’activation est rigoureusement identique. Il s’agit d’une CBL et d’une CIPK, deux 
protéines connues pour interagir en réponse à des stimuli calciques et pour phosphoryler des 
protéines cibles.  
 
En conclusion, ce travail a permis d’approfondir notre connaissance des voies de 
signalisation induites par la cryptogéine et du rôle du signal calcique dans celles-ci. Par 
ailleurs, il ouvre de nombreuses perspectives de recherche tant au niveau de l’analyse 
fonctionnelle de nouveaux acteurs clés identifiés, qu’au niveau de la compréhension des 
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Couplage entre signalisation calcique et modulation du transcriptome en réponse à la 
cryptogéine chez des cellules de tabac. 
RESUME 
 
Les plantes utilisent des voies de signalisation calciques pour transcrire des stimuli en 
réponses adaptatives. Cependant, le couplage entre signalisation calcique, régulation 
transcriptionnelle et processus biochimiques reste méconnu. Dans ce contexte, mon travail 
visait à étudier chez le tabac la modulation calcium-dépendante du métabolisme des 
phénylpropanoïdes en réponse à la cryptogéine. L’activation de ce métabolisme conduit à 
l’accumulation pariétale d’acide hydroxycinnamiques. La régulation transcriptionnelle des 
gènes impliqués est non-linéairement corrélée avec les composantes du signal calcique, 
suggérant un modèle de contrôle de la transcription via l’action coordonnée de deux modules 
de décodage calcique. Par ailleurs, une étude microarray a révélé que 10% du transcriptome 
de tabac était modulé par la cryptogéine, les gènes identifiés constituant de bons candidats 




Coupling between calcium signalling and transcriptome modulation in response to cryptogein 
in tobacco BY-2 cells.  
ABSTRACT 
 
Plants use calcium-based signalling to transduce stimuli into adaptative responses. 
However, little is known about the coupling between calcium signalling, transcriptional 
regulation and biochemical processes. In this context, my work aimed at studying the 
calcium-dependent modulation of the phenylpropanoid metabolism in response to cryptogein 
perception in tobacco cells. The induction of this metabolism led to parietal accumulation of 
hydroxycinnamic acids. The transcriptional regulation of the implicated genes is non-linearly 
correlated with components of the calcium signal, suggesting a model of coupling exerting 
control of transcription through the coordinated action of two calcium decoding modules. 
Furthermore, a microarray study revealed that 10% of the tobacco transcriptome was 
modulated by cryptogein perception; the genes identified being good candidates for genetic 
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